HR P931103 A2

(19 REPUBLIKA HRVATSKA (10) 1dentiikator - HR P931103 A2

N dokumenta:
DRZAVNI ZAVOD ZA
INTELEKTUALNO VLASNISTVO

- PRIJAVA PATENTA

1 MkP®: A 61 K 39/29 (21) Broj prijave: P931103A
C12N7/02 (22) Datum podno3enja prijave patenta: 06.08.1993.

(43) Datum objave prijave patenta: 28.02.1995.

(31) Broj prve prijave: 926,873 (32) Datum podno&enja prve prijave: 10.08.1992.  (33) Drzava ili organizacija podnoenja prve prijave: US

(62) Broj i datum prvobitne prijave u slucaju podjele patenta:

(71) Podnositelj prijave: Merck & Co. Inc., P. O. Box 2000, Rahway 07065-0907, NJ, US

(72) lzumitelj: Robert A. Aboud, 705 EImway Circle, 19422 Blue Bell, PA, US
John G. Aunins, 2069 Dogwood Drive, 07090 Scotch Plains, NJ, US
Barry C. Buckland, 626 Boulevard, 07090 Westfield, NJ, US
Peter A. Dephillips, 577 Hidden Valley Road, 19406 King of Prussia, PA,
Us
Anna J. Hagen, 4 Belmont Square, 18901 Doylestown, PA, US
John P. Hennessey jr., 114 Fox Hollow Road, 18917 Dublin, PA, US
Beth Junker, 1009 Cranford Ave., 07090 Westfield, PA, US
John A. Lewis, 2610 Skippack Pike, 19403 Norristown, PA, US
Cynthia Newell Oliver, 12220 Ambleside Drive, 20854 Potomac, MD, US
Charles J. Orella, 646 Store Road, 19438 Harleysville, PA, US
Robert D. Sitrin, 237 Emerson Drive, 19444 Lafayette Hill, PA, US

(74) Zastupnik: CPZ - CENTAR ZA PATENTE d.o.0., Zagreb, HR

(54) Nazivizuma:  CJEPIVO ZA VIRUS HEPATITISA A

(57) Sazetak: ~ Kompletan, visoko reproduktivan postupak komercijalnih razmjera za proizvodnju stabilnog virusa
hepatitisa A obuhvaca optimalne uvjete rasta, sakupljanja i pre€i§cavanja antigena, da bi se dobio >95% &ist HAV na
bazi proteina. Dalji stupnjevi prerade daju inaktiviranu formulaciju HAV cjepiva koje je imunogeno, dobro se podnosi i
efikasno je u zastiti protiv infekcije virulentnim HAV. U proizvodu je odreden sadrzaj proteina, ugljikohidrata, lipida,
DNK i RNK.

HR P931103 A2



10

15

20

25

30

35

40

43

50

55

HR P931103 A2

Ovo je djelomican nastavak nerijeSene prijave serijski broj 07/926,873, podnijete 08/10/92, ¢iji je prioritet zahtjevan pod
35 USC §120.

Oblast ovog izuma je proizvodnja visoko preci§¢enog cjepiva za virus hepatitisa A. 1973 Feinstone i surad., /Science 182,
str. 1026/ identificirali su etioloski agens infektivnog hepatitisa, kasnije poznatog kao virus hepatitisa A, koriste¢i se
imunom elektronskom mikroskopijom.

In vitro kulturu virusa hepatitisa A (HAV) prvi su saop¢ili Provost i surad.. /P.S.E.B.M. 160, str. 213, 1979/ prema
postupku u kome se jetra inficiranih marmozeta koristi kao inokulum za eksplantnu kulturu jetre 1 kulturu éelija fetalnog
bubrega rezusa (FRhk6) /U.S. Patent 4,164,566/.

U jednom kasnijem izumu, uspjesno je koristena direktna inokulacija HAV koji nije prethodno prosao kroz subhumani
primat radi iniciranja in vitro razmnoZavanja HAV (Provost i surad.. P.S.E.B.M. 167, str. 201 (1981): U.S. Patent
5,021,348.

1z ovog rada, prikazano je slabljenje HAV preko in vitro kulture. Pored ovoga, pokazano je da ponovljenim prolaskom in
vitro kulture HAV postaju produktivnije 1 brzina replikacije se povecava kako je virus postajao adaptiraniji na kultivirane
¢elije. Dalji razvoj je bila demonstracija zastitne efikasnosti kod subhumanih primata oba, 1 Zivog oslabljenog virusa
(Provost, 1 surad.. J. Med Viol. 20, str. 165 (1986)/ 1 formalinom inaktiviranog HAV /U.S. Patent 4,164,566; U.S. Patent
5,021,348; Provost i surad., u Viral Hepatitis and Liver Diseases, str. 83-86, 1988-Alan R. Liss. In¢/. Iz prethodnih radova,
postalo je jasno da su ili inaktivirani ili oslabljeni, imunogeni HAV moguc¢i kandidati za cjepivo. Medutim, za humanu
upotrebu potreban je reproduktivan postupak komercijalnih razmjera za proizvodnju antigena visoke {istoce kao
bezbjedne HAV vakcine koja treba da bude komercijalno dostupna.

Opisani su razli¢iti postupci za djelomicno precisc¢avanje HAV virusa (viriona) za ispitivanje 1 poCetnu karakterizaciju
virusa. Vidjeti, na primjer, Hornbeck, C.L. 1 surad., Intervirology 6; 309-314 (1975); Locarnini, S.A. i surad.,
Intervirology 10; 300-308 (1978); Siegl, G. 1 surad., J Virol. 26, 40-47 (1978); Siegl, G. i surad., J. Gen. Virol. 57,
331-341 (1981); Siegl, G. i surad., Intervirology 22, 218 (1984); Hughes, J.V. i surad., J. Virol. 52, 465 (1984); 1 Wheeler,
C.M. isurad., J. Virol, 58, 307 (1986).

Svi ovi postupci koriste glomazne, neprakti¢ne i1 pretjerano skupe stupnjeve, kao §to su gradijentno centrifugiranje
saharoze ili gradijentno centrifugiranje CsCl-gustine. Osim toga, ovi postupci su prilagodeni na relativno male
proizvodne razmjere, 1 mada su neki radnici objavili da je njihov proizvod bio visoko preciscen, paZljiva analiza rada,
pokazala je da je nedovoljno parametara ispitano da bi se podrZao zahtjev za bilo kakav apsolutni nivo ¢istoce. Tako
Lewis 1 surad., (Evropska patentna prijava 0302692 objavljena 8. veljace 1989) opisuje postupak koji obuhvaca a)
razaranje HAV inficiranih celija, ekstrakeiju 1 koncentriranje; (b) propustanje kroz anjonsku izmjenjivacku kolonu pri
visokoj koncentraciji soli, da bi se uklonili kontaminanti nukleinske kiseline; 1 (¢) gel filtracionu kromatografiju. U
kasnijem radu, Lewis 1 surad., (Evropska patentna prijava 0468702, objavljena 18. srpnja 1989) su modificirali ovaj
postupak uklju¢ivanjem jednog iono izmjenjivackog absorpciono/desorpcionog stupnja da bi se uklonili kontaminirajuéi
ugljikohidrati. U oba ova objavljena rada, razmjera pri kojoj se proizvodi HAV je relativno mala i problemi upuéeni ovim
izumom za proizvodnju velikih razmjera, komercijalno povecanih razmjera nisu uzeti u obzir. Pored toga, Cistoca
proizvoda je odredena pomocu komasija ili bojenjem srebrom gel elektroforeziranog proizvoda. Ovaj postupak analize
obezbjeduje jednu mjeru za ¢Cistocu proteina, ali nije kvantitativan, 1 ne obezbjeduje nikakvu informaciju kao $to je o
prisustvu ili odsustvu drugih kontaminanata kao §to su lipidi, ugljikohidrati, nukleinske kiseline, ili organske supstance
niskih molekulskih teZina.

U obje EPO468702A2 1 EP0302692A2 publikacije iznijeto je, da raniji postupci za sakupljanje i preisc¢avanje HAV
koriste jedan ili vi§e stupnjeva koji vijerojatno spre¢avaju odobrenje od strane Food and Drug Administration (Uprave za
hranu i lijekove), zbog njihove upotrebe deterdZenata i ekzogenih enzima. U ovom izumu se upotrebljavaju i deterdzenti
1 ekzogeni enzimi, ali izum opisuje postupke za uklanjanje ovih korisnih reagenasa, i demonstrira da proizvod sadrzi
manje nego Sto se moze detektirati ovih dodatnih supstanci, dok je isto toliko ¢ist ili i €istiji od HAV proizvoda prikazanih
u objavljenoj literaturi.
Isto tako, Moritsugu i surad., (Evropska patentna prijava 0339668, objavljena 2. studenog 1989), opisuju postupak koji
obuhvaca:

(a) rastvaranje, ekstrakciju, koncentriranje DNase/RNase, 1 tretiranje proteinazom;

(b) frakcioniranje po gusto¢i saharoze (koje odvaja RNK koja sadrzi prazne kapside); 1

(c) gel filtracionu kromatografiju.
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Jos jednom, ovaj postupak je ogranicen u razmjerima proizvodnje, naroCito s obzirom na stupanj frakcioniranja po gustoci
saharoze. Pored toga, istoCa proizvoda se teSko odreduje i nije navedena u bilo kojem apsolutnom smislu u toj
publikaciji.

Lino i surad., /Vaccine, vol # 10, str. 5-10 (1992)/ su objavili poboljsanja Moritsugu-evog postupka. Proizvod iz njihovog
postupka je odreden pomocu SDS-poliakrilamidnom gel elektroforezom i denzitometrijom da bi se pokazalo da ima
manje od 1.9% zaostalih ekzogenih proteina u njthovom precis¢enom HAV. Oni su takoder zakljucili da je bilo manje od
5 pg zaostalih nukleinskih kiselina ¢elija domacina u 0.5ug njihovog precis¢enog HAV. Medutim, zbog ogranicenja
njihovog proizvodnog postupka, proizvodnja u velikim razmjerima HAV je neprakti¢na, i nije navedena apsolutna Cistoca
na osnovu vise parametara.

U jednom drugom radu, Kusov i surad., /Vaccine, 9, 540 (1991)/ kultivirali su HAV u Vero-sli¢nim ¢elijama, i precistili
su virus organskom ekstrakcijom, DNase tretiranjem 1 kromatografijom na slojevima poroznog silicij dioksida. Ponovo,
ovdje nema nikakvih indikacija o apsolutnoj ¢istoc¢i proizvoda, niti ima indikacija o razmjerima.

I pored neodredenosti u objavljenoj literaturi u pogledu ¢&istoce vakcine za HAV, moguée je da se uporede proizvodi
cjepiva na bazi relativne antigenosti (vidjeti Tabelu 1, Primjer 11) koja pokazuje uporedne koli¢ine HAV u razli¢itim
proizvodima navedenim od strane njihovih proizvodaca, u poredenju sa proizvodom iz ovog izuma.

Proizvod iz ovog izuma je imunogen sa karakteristikama apsolutne ¢istoce opisanim u ovom otkri¢u, predstavljajuci nivo
HAV C¢istoce 1 razmjere proizvodnje kojima se ranije samo tezilo. Ovaj izum je daleko iznad nivoa polupogonskih
postupaka malih razmjera, objavljenih za dobivanje cjepiva za HAV, 1 prvi put je realnost za komercijalnu proizvodnju
reproduktivne visoko kvalitetne, visoko preci§cene, bezbjednog cjepiva za HAV.

Postupak koji obuhvaca kultiviranje HAV u bioreaktoru sa stacionarnom povr$inom velikih razmjera, sakupljanje virusa
deterdZentom, tretiranje nukleazom, koncentriranje, ekstrakciju organskim otapalom, iono-izmjenjivacku kromatografiju,
1 gel filtracionu kromatografiju, obezbjeduje reproduktivne nacine proizvodnje stabilnog cjepiva za HAV proizvode sa
HAV proteinskom ¢istocom od > 95%. Nivoi DNK, ugljenog hidrata, RNK 1 lipida odreduju se za cjepivo.

SL 1 SloZeni procesni dijagram glavnih postupaka upotrebljenih za proizvodnju cjepiva za hepatitis A za klinicke probe.
Lijeva strana predstavlja postupak prema ranijoj tehnici upotrebljen za faze I/II klinicke probe koje koriste postupak sa
kotrljajuc¢om bocom. Novi postupak upotrebljen za Monroe-vu studiju efikasnosti (New England J. of Med., 327:453-457
1992) je sa desne strane, a proizvodni postupak prema ovom izumu je prikazan u sredini.

Sl 2 Analiza analitickom granulacijom u toku postupka upotrebljavaju¢i HPSEC TSK PW 4000 kolonu eluiranu sa
fosfatom puferiranim slanom otopinom, PBS. Ova analiza je kalibrirana prema visoko molekulskim standardima 1
predstavlja linearni povrsinski odgovor sa razblazenjem virusa hepatitisa A. Analiza je naroCito korisna u kasnijim
stupnjevima preciscavanja. Ovdje su prikazana Cetiri kromatograma iz posljednja Cetiri stupnja proizvodnog postupka.

Kromatografija se registrira pomocu dvostruke UV detekcije na 214 nm (gornji trag pomoc¢u indikatora), 1 odnosno 260
nm (donji trag pomocu indikatora). Upotrebljavajuc¢i ovu analizu, pik koji odgovara virusu hepatitisa A je prvo vidljiv
poslije ponovnog suspendiranja PEC peleta (panel A). Stupanj ekstrakcije kloroformom uklanja mnogo od materijala
visoke molekulske teZine, koji apsorbiraju UV (panel B). Anjonska izmjenjivacka kromatografija sluzi da se koncentrira
virus (panel C) 1 preparativna ekskluziona kromatografija po veli¢ini daje preparat visoko precis¢enog virusa (panel D).
Precisceni virus hepatitisa ima losu absorpciju u oblasti 260 ili 280 nm tako da je prisutan samo trag pomocu indikatora na
214 nm. Pod uvjetima ove analize HAV proizvod je dat kao jedinstven, simetri¢an pik i stoga analiza obezbjeduje mjeru
za Cistocu HAV, nezavisno od analize pomocu SDS PAGE.

SI. 3 Rast MRC-5 ¢elija na staklu, polistirolu 1 316 nerdajuc¢em celiku. Koncentracija povrsina ¢elija se nanosi kao
funkcija vremena. Celija se inokuliraju na kuponima svakog od materijala pri gustini priblizno od 10.000/cm” i kupon se
zrtvuje svakodnevno radi brojanja ¢elija. Celije na kuponima od staklenih pokrivnih plogica (mikroskopskih) i na
kuponima od 316 nerdajuceg elika se kultiviraju u petri zdjelama od 150 cm” koje sadrze 90 ml mdija (0.6 ml/cm®); éelije
gajene u T-bocama od 25 cm” se kultiviraju sa 7.5 ml medija (0.3 ml/cm?).

Sl. 4 Rast MRC-5 ¢elija 1 koncentracija preostale glukoze za celije gajene na kuponima od 316 nerdajuceg celika.
Koncentracija povr§ine ¢elija (éelije/cm?) i koncentracija glukoze (mg/cm?) nanose se kao funkcija od vremena (d) za
éelije gajene na kuponima od 25 cm” nerdajuéeg elika.

S1. 5 Svjetlosni mikrograf MRC-5 éelija gajenih na mreZi od nerdajuéeg &elika. Celije su inokulirane pri 5,000-10,000
éelija/em’ i kultivirane u visku od 2 nedjelje.
Uvelicanje 40X.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

HR P931103 A2

S1. 6 Bojenje sposobnih za Zivot i ne-sposobnih za Zivot MRC-5 éelija gajenih na mreZi od 316 nerdajuceg elika. Celije
su bojene sa fluorescein diacetatom (FDA) 1 etidij bromidom (EB) prema protokolu opisanom u odjeljku Materijali 1
Postupci iz Primjera 14, 1 zatim su posmatrane upotrebljavajuci skening laserski konfokalni mikroskop; materijal je
skeniran (razlagan) u inkrementima od 57 um. Slika 6A odgovara fluorescenciji od fluoresceina 1 pokazuje za Zivot
sposobne ¢elije. Slika 6B je fluorescencija uslijed etidij bromida bojenja DNK, pokazuju¢i skoro kompletnu sposobnost
za 7ivot ¢elija. Pozitivna kontrola za etidij bromid je prikazana na Slici 7.

Sl. 7 Bojenje etidij bromidom za Zivot ne-sposobnih MRC-5 ¢elija. Celije gajene na mrei od 316 nerdajuéeg &elika su
ucinjene ne-sposobnim za Zivot tretiranjem sa 100% metanolom. Poslije dobrog pranja sa PBS 1 ostavljanja da se osuse,
¢elije su obojene sa FDA/EB da bi sluzile kao negativna kontrola za FDA 1 kao pozitivna kontrola za etidij bromid
(naslikano). Nikakva fluorescencija nije uocena uslijed proizvodnje fluoresceina za negativnu kontrolu.

Sl. 8 Efikasnost sijanja je nanijeta za svaki element u mikser reaktoru sa statickom mrezom (dauze static mixer reactor) za
protokole koji koriste gravitacionu sedimentaciju ili recirkulaciju medija. Elementi su numerirani od 1 do 5 pri ¢emu je 1
element na vrhu a 4 ili 5, su elementi na dnu elementa su upotrebljena u eksperimentima gravitacione sedimentacije i 3 za
recirkulacione eksperimente).

Efikasnosti sijanja prikazane ovdje su postotak ukupnog zasijavanja; ukupne efikasnosti sijanja su reda veli¢ine od 90%.
Podaci za recirkulaciju su prosjecna vrijednost iz 3 eksperimenta, dok je vrijednost za gravitacionu sedimentaciju iz
jednog eksperimenta. Recirkulacione brzine su bile priblizno 6 cm/h.

S1. 9 Brzine preuzimanja glukoze (GUR) kao funkcija od vremena za reaktore koji sadrze elemente ¢vrstog titana i mreze
od 316 nerdajuéeg &elika. GUR na bazi cm® (ug/cm” -d) prema vremenu (d) je prikazano u Slici 9A, dok je GUR na bazi
zapremine reaktora nanijeto na Slici 9B. Rezultati na Slici 9A su u zavisnosti od utvrdenih povrsinskih oblasti elemenata,
dok Slika 9B ne predstavlja nikakvo utvrdivanje posto su oba reaktora iste zapremine.

S1. 10 Postotak ukupnog proteina promatran u narednim lizatima za postojan mikser sa stati¢nom mrezom. Protokoli za
lizate 1-4 su opisani u tekstu. Mikroskopskim promatranjem, su bili bez c¢elijskog debrisa, dok su elementi mreze

sadrzavali znatno ¢elijskog debrisa poslije Cetiri lizisa.

Sl. 11 Brzine preuzimanja glukoze kao funkcija od vremena za mikser reaktor sa statickom mrezom od 316 nerdajuceg
¢elika. Reaktor je inficiran sa MOI od 1 na dan 7 i sakupljanje je izvrSeno na dan 28.

S1. 12 Postotak ukupnog proteina HAVAg u narednim lizatima za mikser sa statickom mreZom prikazan na Slici 11.
Protokoli za lizate 1-4 su opisaniu tekstu. Ukupan protein lizata 1 je bio umjetan visok zbog neefikasnog PBS pranja.

S1. 13 Efekat MOI na rast ¢elija i potrodnju glukoze. Celije su inficirane sa MOI od 0. 1, i 10 sa HAV CR326FP28. Nisu
uocene razlike u gustoci ¢elija (13A) 1 preostaloj glukozi (13B) sve do 8 dana poslije infekcije ovog sistema. Potpuno
ponovno Sarziranje medija izvrseno je na dan 8.

S1. 14 Celijski protein izmjeren prema BSA standardu prema broju éelija. Najpogodnija interpolaciona linija je opisana
jednadzbom: Y(10%) = -0.09 + 0.42X, r=0.99. Ova slika pokazuje da jedna kriva obezbjeduje na¢ine za mjerenje broja
MRC-5 ¢elija pomocu ukupnog proteina, bez obzira na "stanje" ¢elija.

S1. 15 Slika 14 je ponovo nanijeta, pokazujuci vrijeme za svaku to¢ku rezultata.

S1. 16 Konverzija ukupnog proteina prema broju ¢elija blisko podsjeca na gustocu ¢elija dobivenu upotrebljavajuéi
Coulter brojac (Coulter Counter). Vjeruje se da su neslaganja uslijed malih zapremina lizis pufera upotrebljenog u
sakupljanju T-25a (2X 0.08 ml/cm” je upotrebljeno radi konzistencije).

S1. 17 Precis¢avanje preko stupnja ekstrakcije otapalom, HPSEC profila (proizvodne serije konzistencije).

S1. 18 Precis¢avanje preko stupnja ekstrakcije otapalom, HPSEC profili (probne serije).

S1. 19 Efekat vremena mjesanja na odnos Hep A/necistoce.

SI. 20 Efekat vremena mjesanja na povrsine Hep A inecistoca (muckalica, boce od 50 ml, 6 minuta).

Sl. 21 Efekat vremena mjesanja na povrsine Hep A 1 necisto¢a (Muckalica, boce od 500 ml, 2 minute).
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Sl 22 Efekat vremena mjeSanja i zapremine epruvete na povrsine Hep A 1 necisto¢a (Muckalica).
Sl. 23 Efekat odnosa otapala /vode na odnos Hep A/ necistoce.

Sl. 24 Efekat odnosa otapalo/voda na odnos povrSina Hep A 1 neéisto¢a (Muckalica).
Sl 25 Efekat vremena mjesanja i tipa na odnos Hep A/necistoce.

Sl 26 Stabilnost uzorka hepatitisa A odredena pomocu HPSEC.

Sl. 27 Efekat soli na otopljivost hepatitisa A (na 4 stupnjeva).

S1. 28 Efekat soli na otopljivost hepatitisa A (na 4 stupnjeva).

Sl. 29 Kalibraciona kriva molekulskih teZina, PW4000x1.

Sl 30 Log povrsine pika hepatitisa A prema log koncentraciji hepatitisa A.

Sl 31 Kalibracione krive hepatitisa A.

Sl 32 Poredenje uzoraka filtriranog lizata 1 nukleazom tretiranog lizata, UV na 214 nm.
Sl 33 Poredenje uzoraka filtriranog lizata 1 nukleazom tretiranog lizata. UV na 260 nm.
Sl 34 Uzorak ponovo suspendiranih PEG peleta. UV na 214 nm.

Sl. 35 Uzorak kloroformom ekstrahirane vodene faze iz Rx2011008. UV na 214 nm.

Sl 36 Uzorak proizvoda anjonske izmjene iz Rx2009854. UV na 214 nm.

SL. 37 Proizvod ekskluzione kromatografije po veli¢ini. UV na 214 nm.

S1. 38 Uzorak proizvoda ekskluzione kromatografije po veli¢ini (SEC) iz Rx2011008. UV na 214 nm.
Zadrzani pik vidljiv na oko 49 minuta.

S1. 39 Korelacija EIA 1 HPSEC rezultata iz uzoraka iz 11 serija.
S1. 40 Vrijednosti postotaka povr§ine iz 4 uzoraka iz 13 hepatitis A serija.

Komercijalno prilagodljiv postupak prec¢is¢avanja prema ovom izumu obuhvaca prec¢i§¢avanje bilo kojeg virusa hepatitisa
A (HAV), bilo da je izveden iz oslabljenog ili virulentnog HAV, proizvedenog u bilo kojem soju ¢elija, linji ili kulturi
sumnjivoj na infekciju sa HAV. Pored toga, svi HAV kapsidi, bilo prazni (bez virusnih nukleinskih kiselina) ili kompletni
(koji sadrze virusne nukleinske kiseline) su obuhvaceni unutar postupka prema ovom izumu.

HAYV na pasazu dvadeset 1 osam (P28CR326F'; radi klasificiranja varijanti koje nastaju iz CR326, kao sto je soj CR326F
1 CR326F', i srodnosti ove nomenklature prema apsolutnom nivou pasaza, vidjeti Provost 1 surad., J. Med Virol., 20:
165-175, 1986) se upotrebljava za inficiranje MRC-5 ¢elija u ovom izumu, samo radi ilustrativnih ciljeva, a proizvodni
materijal se kultivira na P29. P28CR326F' je oslabljeni HAV soj. Drugi sojevi HAV su obuhvaceni ovim izumom,
uklju¢ujuéi HAV sojeve koji se mogu oslabiti uobiCajenim tehnikama: Druge pogodne linije ¢elija za HAV
razmnoZavanje ukljucuju Vero, FL, WI-38, BSCIL, 1 FRhK®6 ¢elije. Ovi 1 drugi sistemi za HAV razmnozavanje 1 kulture
¢elija su prodiskutirane u Gerety, R.J. "Active Immunization Against Hepatitis u Gerety, R.J. (izd) Hepatitis A Academic
Press 1984, str. 263-276; 1 Ticehurst. J.R.. Seminars in Liver Disease 6, 46-55 (1986). U principu, bilo koja linija ¢elija
kao $to je bilo koja humana diploidna fibroblastna linija ¢elija, moZe da sluZi kao ¢elija domacina za HAV pod uvjetom da
je osjetljiva na HAV infekciju. Prvenstvena linija ¢elija za proizvodnju vakcine je MRC-5.

Postupak komereijalnih razmjera prema ovom izumu obuhvaca stupnjeve:

(a) Kultiviranje velike koli¢ine hepatitis A virusa (HAV) u pogodnom reaktoru za kulturu 1 medijumu

Prvenstveni nacini za postizanje ovog obuhvacaju, ali nisu ograni¢eni na, upotrebu HAV adaptiranog na rast u humanim
diploidnim plué¢nim ¢elijama pogodnim za proizvodnju cjepiva. Pogodne su WI3B c¢elije ili MRC-5: Ove ¢elije se gaje na
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mikro-nosa¢ima ili slojevima ¢elija u balonima ili okretnim bocama. Postupak prema ovom izumu koristi velike
povrsinske oblasti, multilamelarnih bioreaktora kao §to su "NUNC CELL FACTORY, COSTAR CUBE Static Surface
Reactor (SSR) static mixer reaktor” NUNC ¢elijska Tvornica, COSTAR kubicni reaktor sa statickom povrsinom (SSR),
ili stati¢ki mikser reaktor kao $to je opisano u U.S. Patentima 4,296,204, 4,415,670, ili kao $to je ovdje dalje opisano u
mikseru sa statickom povr§inom sa mrezom od nerdajuéeg Celika, u zavisnosti od Zeljenih razmjera proizvodnje. Prema
tome, u prvenstvenoj realizaciji ovog izuma, MRC-5 ¢elije se gaje u slojevima ¢elija u COSTAR kubi¢nom SSR od
85,000 cm?, ili SSR sa mrezom &ak i veée povrsine, inficirane pri multiplicetu infekcije (MOI) HAV dovoljnoj da se
postigne efikasna infekcija kulture ¢éelija. MOI od oko 0.01 - 10 je pogodona. SarZa sjemena se pogodno dobiva
upotrebom HAYV iz frakcije gornjeg sloja te¢nosti (supernatanta) SSR inkubiranog oko 28 dana.

U prvenstvenoj realizaciji, HAV se kultivira na MRC-5 ¢elijama gjenim na mreZi od nerdajuceg Celika. (Vidjeti Primjer
14). Prema ovoj realizaciji, upotrebljava se bioreaktor u kome su elementi smjese napravljeni od bilo kojeg pogodnog,
netoksi¢nog materijala na kojem ¢elije mogu da rastu. Takvi elementi mogu da budu napravljeni od nerdajuceg Celika,
titana, plasticnih ili slitnih materijala koji mogu da budu pripremljeni u regularnoj trodimenzionalnoj povrsini.
Prvenstveno se upotrebljavaju elementi smjesa od 316 nerdajuéeg Celika kao $to su oni dostupni od Sulzer Biotech
Systems (naro¢ito SMV, SMX, EPack EX, DX, BX, CY). Svaki element se sastoji od uniforme povr§inske oblasti slojeva
smjesa na kojima mogu da se gaje ¢elije. Svaki element regularne mreZe smjese je orijentirana pod kutevima od 0-90°
jedan prema drugome u sterilnom reaktorskom sistemu. Konfiguracija moze da bude linearna kolona ili bilo koji drugi
geometrijski oblik podesen da moe da se smjeste elementi smjese i koji dobro koristi zapreminu. Celije se tada zasijavaju
i ostave se da se pri¢vrste (vezu) na veliku povr§inu obezbjedenu smjesom. Jednom kada su ¢elije dobro uspostavljene u
kulturi, one mogu da se napajaju pri brzini prskanja dovoljnoj da se odrZava izmjena hranljivih materija 1 da se uklanjaju
otpadni proizvodi. Pri bilo kojoj pogodnoj gustoci ¢elija, ¢elije se inficiraju sa HAV kao $to je opisano kasnije.

Prednost mes elemenata je ta, $to vlaknasti sloj omogucava vise povrsinske oblasti na jedinicu zapremine. Geometrijski
precizna smjesa omogucava uniformni rast fibroblasta preko povr§ine, do poznatih i1 konstantnih dubina, §to omoaucava
kontrolu uruc¢ivanja hranljivih materija. Uniformnost smjesa takoder omogucava predvidljive toCke kontakta izmedu
vlakana, §to omogucava brzu migraciju ¢elija tako da pokriju mrezu od vlakana. Konfiguracija statiCkog miksera
kontrolira neposrednost povr§ina rasta jedne prema drugoj tako da se sprecava prirodan bioloski rast 1 "prljanje" reaktora.
Ovo je ozbiljan problem koji se javlja u nasumce pakiranim reaktorima sa slojevima, gdje ne-uniformnost pakiranja
omogucava lokalizirane regione rasta ¢elija koji tada izazivaju opadanje toka hranljivih materija 1 kasnije gladovanje
¢elija.

Razumljivo je da okvir ovog izuma obuhvaca, pored pasaza 18, P18, p28, p29, p72 soja CR326F Hav-a, 1 bilo koju HAV
varijantu soja, bilo da je oslabljena ili virulentna. Oslabljene varijante sojeva mogu da se izoliraju serijskim pasaZzom u
¢elijama, Zivotinjama ili drugim postupcima. Vidjeti, na primjer Provost, P.J i surad., Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 170,8
(1982); Provost, P.J. i surad., J. Med. Virol. 20, 165 (1986): U.S. Patent 4,164,566 1 5,021,348 za detalje oslabljivanja.
Postupci pre¢iscavanja su brzo 1 lako prilagodljivi za oslabljene ili virulentne HAV sojeve.

Ostavi se da se HAV replicira u SSR do pika proizvodnje virusa. Za oslabljenu kulturu ¢elija adaptirani HAV kao $to je
CR326FP28, uzima se od 7-35 dana, u zavisnosti od poc¢etne MOI i gustoce ¢elija, tokom kojeg vremena hranljivi medij
konstantno cirkulira kroz otvor koji omoguc¢ava izmjenu, plina. Medij kulture ¢elija moZe da bude bilo koji medij koji
omogucava aktivan rast MRC-5 ¢elija 1 replikaciju HAV. Prvenstveno, medij kulture se ponovno doprema i uklanja
brzinom izmedu oko 0.010 i 0.3 ml/cm%dan. Ova brzina je fleksibilna posto je brzina dobivanja mase ¢elija potpuno
izlaganje mediju.

Prema tome, u prvenstvenoj realizaciji ovog izuma, MRC-5 éelije se gaje na slojevima éelija u SSR od 340.000 cm” (na
primjer, upotrebljavajuéi etiri elementa od 85,000 cm?) ili mrezu SSR &ak i vede povrsine, inficiranim pri multiplicitetu
infekcije (MOI) HAV od oko 0.1 - 1.0, i ostavi se da se HAV replicira do pika proizvodnje virusnog antigena. Za ovo je
potrebno oko 28 dana, u toku kojeg vremena se ponovno dodaje hranljivi medij i cirkulira kroz reaktor za kulturu i otvor
koji omogucava izmjenu plina. Medij kulture moZe da bude bilo koji medij koji potpomaze rast ili odrzavanje MRC-5
¢elija i replikaciju HAV. Mi smo utvrdili da je najpogodniji medij, onaj koji sadrZi osnovni medij, kao §to je William-sov
Medij E, dopunjen sa pogodnim faktorima rasta. Kao izvor faktora rasta mi smo utvrdili da je najpogodniji tele¢i serum
dopunjen gvozdem.

(b) Sakupljanje kultiviranog HAV

Postupak sakupljanja kultiviranog HAV ¢e biti diktiran, do neke mjere, geometrijom reaktora kulture. Uglavnom, poslije
kultiviranja za oko 28 dana sa zamjenom hranljivog medija, medij kulture se ispusta 1 sakuplja se HAV. Ranije, za
razmnozavanje virusa u malim razmjerima, ovo se postiZe struganjem, a zatim zamrzavanjem dovodi do semite¢nog
stanja 1 opciono tretiranjem sa ultrazvukom, da bi se optimizialo oslobadanje ¢elijski vezanog virusa. U postupku prema
ovom izumu, ¢elijski vezani HAV se oslobada u minimalnu zapreminu otopine od sakupljanja. Prvenstveno, otopina od
sakupljanja sadrzi komponentu efikasnu da uc¢ini ¢elije propustljivim za HAV. Takve komponente su poznate u tehnici.
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Prvenstveno se dodaje deterdzent kao $to je Triton X-100, NP-40, ili jedan ekvivalent pri najmanjoj mogucoj efikasnoj
koncentraciji, da pomogne kasnije uklanjanje. Nadeno je da je snabdjevanje od oko 0.05-0.5%, 1 prvenstveno 0.1%
Tritona X-100 odgovarajuce za postizanje efikasne ekstrakcije HAV iz ¢elija kultiviranih u NUNC c¢elijskim tvornicama,
COSTAR kubi¢nim, ili bilo kojoj kulturi ¢elija za slojeve. Prednost upotrebe ekstrakcije deterdZentom, narocito iz SSR
kao sto je COSTAR kubi¢ni je ta da je geometrija takvog reaktora kulture takva da ne omogucava sakupljanje
mehanickim nac¢inima, osim do opsega da sc HAV nalazi u gornjoj teCnosti kulture koja se moze izdvojiti 1 HAV
koncentrirati 1 regenerirati. Medutim razmjera HAV nadenog u gornjem sloju te¢nosti kulture je obi¢no samo jedan mali
dio ukupnog HAV koji se moze regenerirati iz ¢elija. Sakupljanje HAV pomocu deterdZenta iz kultiviranih celija je
visoko efikasno.

(¢) Tretiranje sakupljenog HAV

Jednom kada je HAV sakupljen sustinski u obliku bez ¢elija iz gornjeg sloja te¢nosti kulture, iz ¢elija, ili oba, poZeljno je
da se koncentrira HAV, da bi se omogucila prerada i pre¢is¢avanje tokom na dolje. U postupku prema ranijoj tehnici
preCiscavanja HAV, gdje je HAV sakupljen mehanickim nacinima i gdje su samo male koli¢ine materijala bile
preci§cavane, HAV je ekstrahiran sa organskim reagensom kao $to je metilen klorid ili metilen klorid: izoamil alkohol
(24:1, zap/zap), a zatim koncentriranjem vodene faze dodatkom u vodi otopljenog sintetskog polimera, kao §to je
polictilenglikol. Sada je otkriveno da deterdZenti i ekzogeni enzimi mogu da se upotrijebe u postupku komercijalnih
razmjera za proizvodnju cjelokupnog cjepiva za HAV sa uklanjanjem dodatnih materijala do tocke kada se tragovi ne
mogu detektirati u precis¢enom proizvodu.

U jednoj realizaciji ovog izuma, deterdzent, kao Sto je Triton X-100, koji je upotrijebljen za sakupljanje HAV, uklanja se
koncentriranjem/diafiltracijom, a zatim se uklanja preostali deterdZent, na primjer sa AMBERLITNIM neionskim
polimernim adsorbentom kao $to je XAD. Koristan postupak koji pokazuje uklanjanje Tritona X-100 ispod oko 10 pg/ml,
objavili su Hurni, W.M., 1 Miller W.J. /Journal of Chromatography, 559, 337-343 (1991)/. DeterdZent koji je upotrijebljen
za sakupljanje HAV se ne moZe detektirati ovom analizom u proizvodu prema realizaciji ovog postupka. Pored toga,
mnogi drugi kontaminanti se uklanjaju, daju¢i djelomicno pre¢is¢en HAV proizvod.

U jednoj drugoj realizaciji izuma, poslije sakupljanja deterdzentom, za koncentriranje se upotrebljava tretiranje sa
nukleazom, a zatim stupanj anjonskog izmjenjivackog vezivanja, prije nego koncentracija/diafiltracija, a zatim XAD
tretiranje.

U ovoj realizaciji, prvenstveno se upotrebljava nespecifi¢na nukleaza visoke specifi¢ne aktivnosti, 1 visoko homogena.
Nespecifi¢nost osigurava cjepanje i DNK 1 RNK, a homogenost enzima osigurava da se dodaje samo jedan enzim, bez
dodatka drugih proteinskih kontaminanata. Osim toga, pogodno je, da je u postupku prema ovom izumu, nukleaza
rezistentna na deterdZent, tako da se moze dodati direktno u deterdzentom sakupljeni HAV. Bilo koja od broja nukleaza
moze da odgovara ovom kriteriju. Nadeno je, da je BENZONASA, dobivena kao rekombinantni protein od strane firme
Nycomed Pharma A/S (Denmark), naro¢ito pogodna za ovu svrhu. Nadeno je da je dodatak od izmedu 0.1 pg - 100 pg/l
sakupljenog HAV, a prvenstveno 10 pg/1 prihvatljiv za uklanjanje kontaminirajuce slobodne nukleinske kiseline.

Dodatak minimalne koliine enzima je vazan da bi se olaksalo naknadno uklanjanje enzima u stupnjevima prerade na
dolje, pri ¢emu se dobiva proizvod sa nivoima preostalog enzima, koji se ne mogu detektovati (manje nego 10 pg/ml).

Posto se tretiranje nukleazom desava u relativno razblaZenom otapalu, mi smo otkrili da je pogodno da se veze HAV
anjonskom izmjenjivackom kromatografijom u razblazenom (90 do 150 mM) otapalu soli, i da se zatim eluira HAV
stupnjem dodavanja oko 1.5 zapremina kolone otapala vece ionske jafine (= oko 0.3 M). HAV se bitno koncentrira
pomocu ovog stupnja vezivanja i, pored toga, najvise deterdZzenta, BENZONASE i mnogih drugih kontaminanata protice
kroz kolonu. Zbog toga je HAV koji se cluira iz vezujuce kolone djelomi¢no pre¢i§éen. Bilo koja od brojnih iono
izmjenjivackih smola poznatih u tehnici moZe da se upotrijebi za ovaj stupanj, uklju¢ujuéi i one navedene u
EPO468702A2. Mi smo otkrili da je naroCito pogodna smola za ovu svrhu upotreba DEAE TOYOPEARL-a 650M
(Tosohaas).

(d) Koncentriranje HAV

Poslije sakupljanja HAV i koncentriranja /diafiltracije/ XAD ili tretiranja nukleazom/vezivanjem, HAV se koncentrira sa
u vodi otopljenim sintetskim polimerom efikasnim da koncentrira proteine. Za ovu svrhu je efikasan polietilen glikol
(PEG), koji ima molekulsku tezinu od izmedu priblizno 2,000 daltona i 12,000 daltona. Tipi¢no, se dodaje NaCl u
djelomicno precisceni HAV do finalne koncentracije od izmedu priblizno 150 mM 1 500 mM. PEG se tada dodaje do
finalne koncentracije od izmedu priblizno 2% (tez/zap) 1 10% (tez/zap), a prvenstveno oko 4%. Dobiveni 4% PEG
staloZeni djelomic¢no preci§c¢eni HAV se koncentrira 1 centrifugira se, gornji sloj te¢nosti se odvaja i pelete se ponovno
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suspendiraju radi dalje prerade. Mi smo otkrili da se glavni kontaminant uklanja u odvojenom gornjem sloju te¢nosti iz
ovog stupnja. Uklanjanje proteaze povecava prinos, stabilnost, i ¢istocu HAV proizvoda u toku daljeg pre¢is¢avanja.
Ponovno suspendirane PEG pelete se opciono podvrgavaju djelovanju ultrazvuka da bi se potpomoglo otapanje prije
organske ekstrakcije, kao §to je opisano niZe.

(e) Organska ekstrakcija

Ponovno suspendirane PEG pelete iz gornjeg se ekstrahiraju dodatkom smjese halogeniranih nizih alkana koji sadrze 1-6
ugljika, kao $to su metilen klorid, kloroform, tetrakloretan, ili sli¢ni i antipjenusca, kao §to je izoamil, alkohol. Odnos
zapremine prema zapremini halogeniranog nizeg alkana prema antipjenusScu je izmedu priblizno 15:1 1 50:1 1 prvenstveno
je izmedu oko 20:1 130:1. Prijavioci su otkrili da organska ekstrakcija bitno povecava ¢istoc¢u finalnog HVA proizvoda.
Kloroform je bolji od metilen klorida za organsku ekstrakciju na ovom stupnju.

Takva ekstrakcija uklanja, pored drugih kontaminanata, lipid i1 lipidu slicne supstance. Prema tome, ponovno
suspendirane PEG pelete se razblazuju sa bilo kojim razli¢itim puferom, ukljuc¢ujuci fosfatno puferovani slano otapalo.
TRIS, karbonatne, bikarbonatne, ili acetatne pufere. Posto su HAV kapsidi stabilni u blago kiselim uvjetima, prihvatljivi
su puferi u slabo kiseloj pH oblasti. Jedan prvenstven pufer je TNE (10 mM TRIS-HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM
EDTA). Fosfat moze da bude upotrijebljen umjesto TRIS-HCI.

Prvenstveno se, ponovno suspendirane PEG pelete organski ekstrahiraju dodatkom kloroforma/izoamil alkohola (24:1,
zap/zap) sa organskim prema vodenom odnosu izmedu oko 0.5:1 1 3:1. uz snaZzno vrtloZenje. Ovaj ekstrakt se tada
izbistrava centrifugiranjem pri 4.000 g 10 minuta na 20°C. Vodena faza se ostavlja, a razdjelna povrsina i organska faza se
ponovno ekstrahiraju zapreminom TNE ili ekvivalentom pufera jednakom izmedu 0.3 1 0.6 od originalne zapremine
uzorka, 1 obje vodene faze se sjedinjavaju, dajuci ekstrahirane PEG pelete.

Stupanj ekstrakcije otapalom igra klju¢nu ulogu u postupku precis¢avanja Hepatitisa A taloZenjem proteinskih necistoca
na razdjelnoj povrsini kao i1 ekstrahiranjem lipida u fazu otapala. Znatno preci§¢avanje koje je postignuto ovom
ekstrakcijom tokom proizvodnih postojanih serija moze se vidjeti iz HPSEC kromatograma na slici 17, gdje je pik
necisto¢e na 23 min koristan marker za proucavanje uklanjanja necistoce u toku ovog stupnja. Nasuprot ovome, u toku
manjih polupogonskih serija, znacajna proporcija ovog pika je zadrzana u ekstrahiranom proizvodu (slika 18). Nekoliko
promjenljivih je ispitano u cilju da se razumije 1 kontrolira ovaj stupanj pri pove¢avanju proizvodnje. Proucavani su:
odnos zapremina otapala prema vodi, tip muckanja, vrijeme mjesanja i intenzitet mjesanja u nekoliko epruveta i veli¢ina
boca (Vidjeti Primjer 15).

(f) Iono izmjenjivacka kromatografija

Ekstrakt iz gornjeg se podvrgava anjonskoj izmjenjivackoj kromatografiji na smoli, gelu ili matrici. Tipi¢ne anjonske
izmjenjivacke matrice obuhvacaju, ali nisu ogranicene na,
DEAE celulozu;

DEAE agarozu;

DEAE Biogel;

DEAE dekstran;

DEAE Sefadeks;

DEAE Sefarozu;

Aminoheksil Sefarozu;

Ecteola celulozu;

TEAE celulozu;

QAE celulozu;

mono-Q; ili

Benzoiliranu dietilaminoetil celulozu;

Jedna prvenstvena anjonska izmjenjivacka matrica je DEE TOYOPEARL 650M (Tosohaas). Op¢a osnovna informacija o
iono izmjenjivackoj kromatografiji moze se naci, na primjer, u E.A. Peterson, "Cellulosic Ion Exchangers" u Work, T.S. 1
surad. Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology Vol. 2, dio II, strane 223 i slijede¢im.
North-Holland 1970.

Organski ekstrahirane ponovno suspendirane PEG pelete se razblazuju, ako je potrebno, sa 10 mM TRIS, 1 mM EDTA,
pH 7.5, ili ekvivalentnim puferom, 1 dodaje se NaCl da bi se dobila koncentracija NaCl izmedu priblizno 0.3 M 1 0.35 M
ako je potrebno da se ukloni kontaminirajuca slobodna nukleinska kiselina. Pod ovim uvjetima, HAV prolazi kroz kolonu
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na filtracioni nacin. Medutim, ako je HAV preparat ranije bio tretiran sa nukleazom, organski ekstrakt se podesava na
izmedu 0.1 M 1 0.15 M NaCl, prvenstveno sa 0.12 M NaCl, prije slijedeceg stupnja.

Pri molaritetu NaCl opisanom gore, HAV kapsidi se vezuju na anjonsku izmjenjivacku matricu dok izvjesni preostali
kontaminanti kao §to su ugljeni hidrati prolaze kroz matricu. Kolona se pere sa nekoliko zapremina kolona 0.12 M NaCl
da bi se dalje uklonili preostali kontaminanti. HAV kapsidi se tada eluiraju sa anjonske izmjenjivacke kolone koristec¢i
jednu zapreminu kolone plus zapreminu originalnog uzorka 0.35 M NaCl. Alternativno 1 pogodnije, HAV se eluira
pomocu gradijentne elucije sve do oko 1 M NaCl ili ekvivalentne soli, sa HAV elucijom pri oko 0.3 M NacCl.

(2) Gel filtracija

Finalni stupanj gel filtracione kromatografije dolazi poslije anjonske izmjenjivacke kromatografije. Tipi¢no se
upotrebljava Sefaroza CL-4B (Pharmacia, ali se moZe zamijeniti mnogobrojnim drugim tipovima gel filtracionih matrica.
Vidjeti na primjer, Fischer, L., "Gel Filtration Chromatography” u Work, T.S. 1 surad., Laboratory Techniques in
Biochemistry and Molecular Biology Elsevier (1980). Mi smo otkrili naro¢ito pogodan postupak za primjenu ekskluzione
kromatografije po veli¢ini za pre¢i§¢avanje HAV na ovom stupnju. Ovo obuhvaca eluiranje §to je moguce manje
zapremine uzorka anjonskom izmjenom precis¢enog HAV na tandem kolonama od TOYOPEARL HW55S 1 HW65S.

Dok su odredene sekvence kromatografskih stupnjeva anjonske izmjene koje prati gel filtracija tipi¢ni protokoli za
preci§cavanje HAV kapsida u ovom izumu, razumljivo je da se sekvence mogu mjenjati. Na primjer, gel filtracija moZze da
prethodi stupnju anjonske izmjene. Mi smo nasli da je ranije spomenuta sekvenca pogodnija.

(h) Talozenje HAV

Potpuno neocekivano otkric¢e u toku proizvodnje HAV u velikim razmjerima, koje se odnosi na otopljivost virusa, nastalo
je kao rezultat velikih koli¢ina HAV proizvedenih prema ovom izumu. Mi smo otkrili da se pri koncentraciji soli od
0.25-0.30 M pri kojoj se eluira HAV iz iono izmjenjivacke kolone, javlja taloZenje virusa ako je koncentracija HAV iznad
oko 10-20 pg/ml.

Ovo je otkriveno pomo¢u HPSEC analize reprezentativnih uzoraka, koja je pokazala da su proizvod kloroformom
ekstrahirane vodene faze (AQX) (od Choroform Extracted Aqueous Phase) 1 ekskluzivni proizvod po veli¢ini (SEC) (od
Size-Exclusion Product) veoma stabilni na odlaganje na 4°C; ali proizvod anjonske izmjene (IEX) (od Anion Excange
Product) je pokazivao izrazit gubitak hepatitisa A poslije odlaganja na 4°C.

Da bi se potvrdio ovaj nalaz, zapoceta je studija stabilnosti sa drugim setom uzoraka. AQX, IEX proizvod, i SEC proizvod
su svaki analizirani (u triplikatu) pomocu HPSEC odmah poslije geneze. Koncentracija hepatitisa A je tada odredena
usporedivanjem povrSina dobivenih pikova prema SEC hepatitis A kalibracionoj krivoj. Pored toga, alikvot IEX
proizvoda je razblazen 1 u 5 sa fosfatom puferiranom slanom otopinom (0.12 M NaCl, 6 mM natrij fosfata, pH 7.2) 1
odmah izvr§ena kvantitativno odredivanje. Stabilnost ova 4 uzorka na 4°C je registrirana pomoc¢u HPSEC u toku nekoliko
dana.

Nize su dati pocetna koncentracija hepatitisa A 1 vrijednost dobivena 4 do 5 dana kasnije za nekoliko od ovih uzoraka
preci§cenih tokova hepatitisa A.

Uzorak Pocetna konc. Hepatitisa A (pg/ml)  Dan 4 konc. Hepatitisa A (pg/ml)
AQX 23 21
IEX proizvod 59 50
IEX proizvod razblazen 1 u 5 12 10
SEC proizvod 12 12

Potpuni rezultati, ukljucujuéi intermedijarne to¢ke vremena, prikazani su na slici 26.

Kao $to se vidi sa prvom serijom, IEX proizvod pokazuje izrazit gubitak hepatitisa A, sa gubitkom od oko 25% koji se
dogada prilikom odlaganja preko noci (koncentracija hepatitisa A opada sa 59 na 45 pg/ml).

Razblazeni IEX proizvod 1 AQX proizvod pokazuju mnogo vecu stabilnost, sa gubitcima hepatitisa A od samo oko 10% u
toku prvih 100 sati odlaganja. SEC proizvod ne pokazuje gubitak hepatitisa A, sustinski isti rezultat je dobiven za prvu
seriju.
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Jedna razlika izmedu ove dvije serije je obrazovanje vidljivog taloga koje nastaje kod druge serije. Prisustvo taloga
zahtijeva centrifugiranje cjelokupnog IEX proizvoda prije SEC stupnja. Ovo centrifugiranje dovodi do velikih gubitaka
stalozenog hepatitisa a; koncentracija poslije centrifugiranja je bila 29 ug/ml. Tabela prinosa izraCunatih iz HPSEC
podataka prikazana je niZe.

Uzorak Ukupno mg hepatitisa A Prinos stupnja mg hepatitisa A poslije
uzorkovanja

AQX proizvod 12.9 11.7
INEX proizvod 12.3

(pocetna kolic.) 105% 8.7
Centrifugirani
[EX proizvod 4.2 48% 4.2
SEC proizvod 2.0 49% 1.4

Neocekivano nizak SEC prinos nagovjestava da moze da dode do agregacije ili taloZenja na SEC koloni. Ustvari nesto
agregata je uoceno pomocu HPSEC. Uzorak od 7 ml IEX proizvoda koji se kromatografira na manjem setu tandem SEC
kolona (odmah posto je zavrseno dobivanje IEX) pokazuje regeneraciju hepatitisa A od 71%, $to je mnogo tipiCnije za
ovaj stupanj. Posto kod ovog uzorka nije doslo do gubitka hepatitisa A pri centrifugiranju (posto se jos nije bio staloZio)
prinos od 71% je oko 3 puta od onoga koji je dobiven u proizvodnim razmjerama idu¢i od IEX do SEC proizvoda.
Tandem SEC manjih razmjera je dao mnogo veci faktor razblaZenja, §to moze da bude objaSnjenje za veci prinos.

Talog uocen u toku preiScavanja ovih serija $to se podudara sa gubitkom virusa, odredenim pomocu HPSEC,
iznenadujuce je utvrdeno da je otopljen u vodenim otapalima niske ionske jac¢ine (na pr., 6 mM natrij fosfat), tako da je
taloZenje reverzibilno. Talog se ponovo otapa dodavanjem 6 mM natrij fosfata, koji dovodi do brzog otapanja. Nasuprot
ovome, ponovo suspendirani talog u 120 mM natrij klorida sa 6 mM natrij fosfata ili u otapalima vece ionske jacine
dovodi do male promjene. Na bazi HPSEC retencionih vremena, talog koji je otopljen u 6 mM natrij fosfata bio je iste
veli¢ine kao monomerni hepatitis A, dok SDS-Page obojen sa srebrom pokazuje da otopljeni talog ima iste proteinske
trake vidljive u finalnom SEC proizvodu. Na osnovu ovih podataka, prec¢i§¢avanje hepatitisa A je modificirano tako da
ukljuci razblaZivanje iono izmjenjivackog proizvoda da bi se sprijecili gubici taloga (Vidjeti Primjer 16), tako da 1:1
razblaZzenje daje koncentraciju soli od oko 0.15 M ili nizu. Takoder je poZeljno da se postigne koncentracija HAV niZa od
20 pug/ml.

(1) HPSEC konzistenciona analiza

Analiza visoko performantnom ekskluzivnom kromatografijom po veli¢ini (HPSEC) (High Performance Size Exclusion
Chromatography) je razvijena radi kvantitativnog odredivanja koncentracija hepatitisa A 1 nivoa neéisto¢a u uzorcima iz
postupka preciscavanja hepatitisa A.

Analizirani su uzorci hepatitisa A iz postupka iz ukupno 14 serija dobivenih prema ovom izumu; dobivena baza podataka
je bila upotrijebljena za karakteriziranje nivoa hepatitisa A 1 profila kontaminanata za svaki od stupnjeva preci§cavanja.
Uvjeti HPSEC analize, sigurnost podataka koji pokazuju to¢nost 1 preciznost analize, usporedenje HPSEC 1 EIA podataka,
irezultati iz HPSEC analiza 10 serija, prikazni su u Primjeru 17 1 slikama

29-46.

(3) Inaktivacija i formulacija cjepiva

Dodatni stupnjevi postupka konvencionalnog i dobro poznatog karaktera su ili mogu da budu potrebni za dobivanje
preciscéenih HAV kapsida za upotrebu za cjepivo. Na primjer, tretiranje sa formalinom, sterilna filtracija 1 absorpcija na
nosace ili aduvante su tipini osnovni stupnjevi za dobivanje formalinom-inaktiviranog cjepiva.

Vidjeti, na primjer, Provost, P. J. i surad., Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 160, 213 (1979); Provost, P. J., i surad., J. Med. Virol.
19, 23 (1986). HAV moze da se inaktivira pomocu topline, promjenama pH, ozra¢ivanjem, tretiranjem sa organskim
otapalima kao §to su formalin ili paraformaldehid: Tipi¢no se, HAV inaktivacija vr$i pri odnosu od 1/4000 formalina. Mi
smo otkrili da inaktivacija formalinom proti¢e mnogo brze 1 efikasnije pri Cetiri puta od standardne koncentracije, 1
koncentracija formalina od 1/1000 smanjuje vrijeme inaktivacije za faktor 4 bez suprotnog utjecaja na imunogenost.
Inaktivirani HAV se tada absorbuje ili ko-taloZi sa aluminij hidroksidom da bi se obezbjedio efekat aduvanta 1 nosaca.
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Posto je doza potrebna za imunolosku efikasnost ovog proizvoda veoma niska, pogodno je da se kompleksira ili absorbuje
inaktivirani HAV na nosac¢. Nadeno je da je aluminij hidroksid potpuno prihvatljiv za ovu svrhu posto formira ¢vrst
kompleks sa HAV 1 sprecava gubitak virusa na zidove kontejnera.

Prema tome ovaj izum obezbjeduje postupak za dobivanje u komercijalnim razmjerima virusa hepatitisa A vece od 95%
Cistoce HAV proteina, koji obuhvaca stupnjeve:

(a) kultiviranje virusa hepatitisa A u velikoj koli¢ini u slojevima c¢elija u velikim povrsinskim oblastima reaktora sa
statickom povrsinom,

(b) uklanjanje virusa hepatitisa A iz kulture Celija, pomocu propustanja deterdzenta u slojeve ¢elija tako da se virus
hepatitisa A oslobada iz slojeva ¢elija bez stvarnog uklanjanja, lizisa ili razaranja kulture ¢elija u slojevima,

(¢) opciono uklanjanje na ovom stupnju za nehepatitis A virus specifiénih nukleinskih kiselina od sakupljenog HAV, ili
tretiranjem sa nukleazom ili iono izmjenjivackom absorpcijom nukleinske kiseline,

(d) koncentriranje virusa hepatitisa A uklonjenog iz kulture ¢elija, upotrebljavajuéi membrane 1 diafiltraciju, ili
vezivanjem pomodu iono izmjenjivaca,

(e) uklanjanje preostalih za ne-hepatitis A virus specifi¢nih proteina iz koncentriranog virusa hepatitisa A iz stupnja (d)
pomoc¢u kombinacije organske ekstrakcije, PEG taloZenja, ion izmjenjivacki, ukljucujuéi uklanjanje kontaminirajuce
nukleinske kiseline, ako nije prethodno zavr$eno u stupnju (c), a zatim gel permecionom kromatografijom kao
finalni stupanj,

(f) regeneriranje preciséenog virusa hepatitisa A iz stupnja (€).

U prvenstvenoj realizaciji ovog izuma, postupak za proizvodnju u komercijalnim razmjerima inaktivirane vakcine za
hepatitis A obuhvaca stupnjeve:

(a) Kultiviranje velike koli¢ine virusa hepatitisa A (HAV) u tvornicama NUNC ¢elija, (NUNC, CELL FACTORIES)
COSTAR kubi¢nim (COSTAR CUBES), ili u bioreaktorima sa statickom povrsinom ¢ak i vecih povr§inskih oblastiu
kojima je sloj ¢elija MPC-5 ¢elija postavljen na regularnoj ¢vrstoj reSetki smjesa od ¢vrstog nerdajuceg Celika, titana
ili titan nerdajuceg Celika;

(b) Sakupljanje kultiviranog HAV uklanjanjem medija kulture i dodavanjem otopine za sakupljanje koji sadrzi oko 0.05
do 0.5% Tritona X-100, prvenstveno 0.1%;

(c) Tretiranje sakupljenog HAV sa nukleazom da bi se fermentovale kontaminirajuce ¢elijske nukleinske kiseline:

(d) Koncentriranje nukleazom tretiranog HAV vezivanjem na ionsku izmjenjivacku kolonu i eluiranjem vezanom HAV
sa oko 0.35 M NaCl, a zatim taloZenjem sa polietilen glikolom;

(e) Ekstraktiranje koncentriranog HAV sa kloroformom/izoamil alkoholom (24:1, zap/zap) sa snaznim mjesanjem, 1
odvajanjem 1 zadrzavanjem vodene faze;

(f) Kromatografiranje vodene faze iz organske ekstrakcije na iono izmjenjivackoj matrici pri oko 0.12 M NaCl, 1
euliranje HAV sa gradijentom do vece koncentracije NaCl (1 M je adekvatna) 1 odmah razblaZivanje sakupljene
otopine od eluiranja HAV do koncentracije soli od oko 0.15 M ili niZe, a prvenstveno do koncentracije HAV od oko
20 pg/ml ili nize;

(g) Kromatografiranje HAV eluiranog iz ionske izmjene na kromatografskoj smoli ekskluzionom po veliCini,
prvenstveno na tandem uredaju od TOYOPEARL HWS55S 1 HW65S u koji HAV ulazi u zapreminu matrice;

(h) Inaktiviranje gel filtriranog HAV tretiranjem sa formalinom pri 1/1000, a zatim sterilnom filtracijom,
ko-taloZenjem sa aluminij hidroksidom i raspodjeljvanje u ekvivalente jedini¢nih doza do oko 25 ng - 100 ng
inaktiviranog precis¢enog HAV po dozi.

HAYV dobiven u ovom izumu je visoko pre¢i§éen i visoko antigen. Proizvod je pre¢i§éeni preparat virusa hepatitisa A gdje
je vise od 95% proteina virus hepatitisa A specificno bazirano na SDS PAGE 1 analizi bojenjem srebrom 1 manje od 0.1%
mase preparata je ne-HAV nukleinska kiselina 1 manje od 4% je lipid. Nivo ugljenog hidrata koji se detektira kao glukoza
u hidroliziranom uzorku proizvoda je izmedu oko 0% 1 200% od mase prisutnog proteina, sa ne-glukoznim ugljenim
hidratom koji je prisutan pri manje od 15% od mase proteina. U prvenstvenim realizacijama, glukoza 1 ne-glukozni ugljeni
hidrati, kao §to je riboza, su prisutni pri manje nego oko 20% od mase proteina. Preparat zadrzava njegovu antigenost kada
se inaktivira sa formalinom.

Male koli¢ine inaktiviranog virusa su adekvatne za izazivanje zastitnih imunih odgovora. Prvenstveno, doza od 25-100 ng
se primjenjuje jednom, dva puta ili tri puta u toku perioda od nekoliko mjeseci, ako je potrebno da se izazovu visoki titri
anti-HAV imunih odgovora.
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Precisceni preparat virusa hepatitisa A ima slijedece karakteristike, pri cemu je svaka karakteristika iznijeta na bazi Eig
proteina. Za odredivanje ovih karakteristika je koristen postupak dat u zagradama:

a)
5 b)
¢)

10 d)

€)
f)

15

sadrzaj lipida (plinska kromatografija):
ugljeni hidrat detektiran kao

glukoza

(TFA hidroliza, Dioney)

ne-glukozni ugljenihidrat:

(TFA hidroliza, Dionet)

specificni protein cjepiva hepatitisa A

(amino kiselinska analiza 1 "western blot"),

specifi¢na RNK virusa hepatitisa A
kontaminiraju¢a DNK

<0.1 ug
<0.1 ug

2.5 pg;
<02 ug;
<0.95 nug;

0.1-0.2 pg
<0.0004 ng

Prisustvo u proizvodu ugljovodi¢ne komponente koja se sastoji primarno od glukoze, smatra se beznacajnim u pogledu

tolerantnosti, imunogenosti 1 za§titne efikasnosti inaktivirane aduvantiranog cjepiva. Medutim, vazno je da su u proizvodu

nivoi ne-glukoznog ugljenog hidrata (vjerojatno riboze iz degradacije specificne RNK za HAV) veoma niski. Takoder je

znacajno da se naglasi da je postalo moguce da se definiraju karakteristike navedene ovdje tek od otkrica postupka
20 sposobnog da proizvede dovoljno velike koli¢ine proizvoda, tako da omoguci da se izvedu relevantne analize.

U jednoj specifi¢noj formulaciji ovog izuma cjepivo za virus hepatitisa A ima slijede¢i nominalni sastav na 25-100

jedinica/0.1-1 ml dozu:

25

KOMPONENTA KOLICINA
Natrijum hlorid 900-9000 ug
Aluminijum 50-500 pg
Natrijum tetraborat 3.8-38 ug
Formaldehid <04 ug
Glukoza (polimer) 0-1000 ng
Protein 25-100 ng
Hloroform <44 ng
HAV RNK 2-20 ng
Ne-glukozni karbo. 0-20 ng
Masna kiselina <20 ng
Neomicin <4ng
MRC-5 DNK <3.03ng
Albumin govedeg seruma < 0.1 ng
BENZONASA < 0.0001 ng

U jednoj drugoj specifi¢noj formulaciji, cjepivo za virus hepatitisa A ima slijede¢i nominalni sastav na 25 jedinica/0.5 ml

dozu:

KOMPONENTA KOLICINA
Natrijum hlorid 4,500 g
Aluminijum 250 ug
Natrijum tetraborat 19 ug
Formaldehid <200 ng
Glukoza (polimer) <20 ng
Protein 25 ng
Hloroform <22 ng
HAV RNK Sng
Ne-glukozni karbo. 4 ng
Masna kiselina <1lng
Neomicin <0.5ng
MRC-5 DNK < 0.005 ng
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Albumin govedeg seruma <0.02 ng
BENZONASA < 0.0002 ng

Nadeno je da je precisceni inaktivirani virus hepatitisa A prema ovom izumu efikasan u prevenciji infekcije kada se
primjeni uzorak od 25 ng (ekvivalent sa 25 jedini¢nih doza jedne od gornjih formulacija) na bazi EIA analize u odnosu na
referentni standard koji se karakterizira amino kiselinskom analizom. Nikakva ozbiljna suprotna iskustva nisu uocena
medu zdravim odraslim, adolescentnim ljudima ili djecom, za koje se moZe smatrati da su vezana sa cjepivom. Doze koje
se krecu od 6 do 50 jedinica su primjenjivane na odrasle, adolescente 1 djecu. UoCene su brze, vece serokonverzivne
brzine kod odraslih kada se primjenjene doze povecavaju. Ovaj fenomen je manje izrazen kod djece.

Jedan mjesec poslije jedne doze od 25 jedinica, 83% odraslih (> 18 godina) 1 97% djece i adolescenata (2 do 17 godina) su
serokonvertirani. Dvije doze od 25 jedinica date u razmnaku od dvije nedjelje poveéavaju serokonverzivnu brzinu kod
odraslih do 93%. Serokonverzija sedam mjeseci poslije druge ili tre¢e doze od 25 jedinica dovodi do veée od 99%
serokonverzira u obje starosne grupe. Postojanost u seropozitivnosti je oko 100% sve do 12 mjeseci i 36 mjeseci u obje
starosne grupe. Prema tome, jasno je da je jedna doza od 25 jedinica dovoljna da se postigne serokonverzija kod najmanje
80% bilo koje primajuce populacije u toku jednog mjeseca od imunizacije. Imunizacija sa ve¢im dozama pokazuje
serokonverziju u veéem postotku kod primalaca.

Na bazi doze od 25 ng, jedna "COSTAR KOCKA" moze da se sakupi prema postupku iz ovog izuma, pri ¢emu se dobiva
izmedu oko 5.000 1 10.000 doza ili vise. Postupak je takoder pogodan za sakupljanje i1 preradu nekoliko "COSTAR"
kocki istovremeno. Jedan SSR sa ili bez mreZe, radi poveéanja povrsine daje znatno veéi broj doza koje se sakupljaju po
proizvodnom toku.

Slijedeci primjeri su dati da bi se prikazale specificne realizacije ovog izuma ali primjeri ne treba da se smatraju kao jedini
nacin izvodenja razli¢itih stupnjeva ovog izuma.

PRIMJER 1

PROIZVODNIJA OSNOVNOG SJEMENA VIRUSA HEPATITISA A

Postupak za proizvodnju u velikim razmjerima sjemena za virus obuhvacéa infekciju monoslojeva MRC-5 ¢eljja u
tvornicama za NUNC ¢elije NUNC CELL FACTORIES) (NFC) od 6000 cm®. MRC-5 éelije se gaje u tvornicama do
konfluentnih monoslojeva, i zatim se inficiraju sa virusom pri MOI od 0.1. Poslije infekcije ¢elije se inkubiraju 28 dana sa
nedjeljnom zamjenom medija koji sadrzi 10% zap/zap fetalnog teleceg seruma. Nadeno je da visoke koncentracije seruma,
2-10% zap/zap omogucavaju vecu proizvodnju virusa nego niski nivoi, od 0.5 do 2% zap/zap. Na kraju ovog ciklusa,
gornji sloj tetnosti sadrZi velike koliine infektivnog virusa, u ovom primjeru 10™* TCIDso na mililitar, koji se sakuplja
direktno iz NFC, bez lizisa ¢elija, 1 upotrebljava se kao izvor osnovnog sjemena virusa. Na ovaj nacin se dobivaju velike
koli¢ine infektivnog virusa potrebne za proizvodnju postupkom u velikim razmjerima, koji je reproduktivniji i laksi nego
pomocu kotrljaju¢ih boca ili balona, - ili mehanic¢kim sakupljanjem ¢elija.

PRIMJER 2

POVECANIJE PROIZVODNIJE CJEPIVA

Da bi se potpomogla faza I1I klinickih ispitivanja, povecanje laboratorijskog postupka je postao vazan faktor razmatranja
za proizvodnju cjepiva za hepatitis A. Da bi se potpomoglo povecanje razmjera proizvodnog postupka, potrebne su
modifikacije ranije poznatih postupaka razmnozavanja i preci§¢avanja HAV. Upotrijebljena su dva osnovna postupka za
razmnozavanje ¢elija, tvornice NUNC ¢elija (NUNC CELL FACTORIES), i reaktori sa statickom povrsinom, kao §to su
COSTAR kubi¢ni (COSTAR CUBE). Ovaj primjer opisuje postupak tvornice NUNC ¢elija (NUNC CELL FACTORY).
Primjer 3 opisuje COSTAR kubi¢ni SSR postupak.

Fabrike NUNC ¢elija upotrijebljene za Monroe-vu studiju efikasnosti

Razvijen je revidiran postupak koji omogucava poboljsano povecanje razmjera postupka za razmnozavanje vecih koli¢ina
oslabljenog cjepiva hepatitisa A nego §to je ranije bilo moguce. Ovo je u pocetku bilo postignuto zamjenom standardnih
kotrljaju¢ih boca sa tvornicama NUNC c¢elija (NCF). Osnovna jedinica tvornice NUNC ¢elija (NCF) (NUNC CELL
FACTORY) je posuda sa povr§inom kulture od 600 cm’. Posude koje formiraju NCF proizvode se od polistirola,
tretiranog za optimalno vezivanje 1 rasprostiranje ¢elija (Maroudas, 1976, J. Cell Physiol. Vol. 90, str. 511-520. 10
jedinica posuda opisanih ovdje imaju 10 identi¢nih jedinica kulture (posuda) sa ukupnom povrsinskom oblascu
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(povrsinom) od 6,000 cm’. U dva ugla su specijalno konstruirana otvora koja formiraju vertikalne cijevi koje spajaju
posude u vise slojeva. Ove vertikalne cijevi zavrSavaju u dva adaptera koji primaju zracne filtre 1 specijalno konstruiran
teflonski konektor. Sve jedinice su sterilizirane ozra¢ivanjem i dobivene su od proizvodaéa ve¢ spremne za upotrebu.
Sredina u NCF za MRC-5 éelije je veoma sli¢na onoj dobivenoj u kotrljajuéim bocama. Celije se gaje u statitkoj kulturi sa
¢elijama vezanim za Cvrst substrat pokriven sa te¢nim medijem 1 snabdjevanje ¢elija sa hranljivim materijama i kisikom je
preko difuzije. Upotreba NCF-a tvornica poveéava reproduktivnost operacija, dok podrazava uvjete upotrijebljene u
proizvodnji kotrljaju¢im bocama. Medutim, postupak sakupljanja i prerada tokom na dolje je razlicita, kao sto je dalje
opisano niZe.

PRIMJER 3

COSTAR kubi¢ni (COSTAR CUBE) reaktor sa statickom povr§inom upotrijebljien za proizvodni postupak komercijalnih

razmjera

Dalje povecanje je bilo izazov da se dobije §to je moguce veéa povrsina po reaktoru, dok je omogucéena dobra kontrola
sredine kroz bioreaktor. NUNC ¢elijske tvornice (NUNC CELL FAKTORIES) omogucile su djelomi¢no rjesenje ovog
izazova. Bolja rjeSenja su obezbjedena pomoéu COSTAR kubi¢nog (COSTAR CUBE) i STATICKOG MIKSER
reaktora sa statickom povrsinom (SSR-a). Prethodni se sastoji od gusto pakiranih polistirolnih slojeva u plasti¢noj kocki
koja se moze sterilizirati (COSTAR CS2000). Ukupno je dostupno 85,000 cm® korisne povrine za rast u jednoj kocki (u
poredenju sa 6,000 cm® za 10 posuda u NUNC ¢elijskoj tvornici. U posljednjem reaktoru, opisanom u U.S. patentima
4,296,204 1 4,415,670, metalni, keramicki, stakleni ili plastiéni stati¢ki elementi mjesanja formiraju gusto pakiranu
povrsinu rasta; ovi elementi mogu da se izraduju i rasporeduju tako da obezbjede vece povrsine nego (COSTAR CUBE)
COSTAR kocka u jednom reaktoru, za velike proizvodne postupke. HAV se uspjesno kultivira u oba tipa reaktora. SSR
ima cirkulacioni otvor koji omoguc¢ava recirkulaciju medija 1 ponovno napajanje hranljivim materijama kroz saturator, u
cilju da se kontrolira pH i nivoi otopljenog plina u mediju, da bi se postigao zahtjev kulture za kisik, 1 da bi se postiglo
rasprasivanje medija. Ova optimizacija nije moguca u kotrljaju¢im bocama ili u NCF. Pored toga, izmjena medija se vrsi
u cilju da se pobolj$a dostupnost velikih koli¢ina kljunog sirovog materijala. Zeljezom obogaceni teleéi serum (Cat.
A-2151, Hyclone Laboratories, Inc., Logan, UT ili ekvivalent) sa uspjesno upotrebljava da zamijeni fetalni govedi serum.

PRIMJER 4
Sakupljanje virusa hepatitisa A iz NUNC ¢elijskih tvornica ili reaktora sa statickom povr§inom pomocu lizisa Tritonom

Ni NUNC c¢elijska tvornica niti reaktor sa statiCkom povrsinom nisu pogodni za mehanicko struganje radi oslobadanja
slojeva MRC-5 inficiranih éelija. Celijski vezani virus hepatitisa A se efikasno regenerira upotrebljavajuéi lizis ¢elija
Tritonom, 1 precis¢ava se koriste¢i novi postupak. Otopina dobivena postupkom lizisa Tritonom bio je razblaZeniji nego
preparat dobiven iz mehanickog struganja kotrljaju¢ih boca. Otopina dobivena sakupljanjem Tritonom, koncentrira se
diafiltracijom, a zatim tretiranjem sa absorbentom, XAD, da bi se uklonio preostali Triton.

Odstranjivanje Tritona do manje od 10 pg/ml prikazano je upotrebljavajuci analizu kapilarnom zonskom elektroforezom
u toku postupka. HAV se zatim talozi sa polietilen glikolom (PEG), ekstrahira se sa kloroformom : izoamil alkoholom.
Kontaminiraju¢a DNK se uklanja upotrebljavajuci filter kolonu za DNK, a zatim anjonsku izmjenjivacku kromatografiju
1 ekskluzivnu kromatografiju po veliCini. Postupak koji obuhvaca 1 NCF rast 1 lizis Tritonom nije znacajno utjecao na
imunogenost pre¢is¢ene formalinom inaktiviranog cjepiva za hepatitis A.

PRIMJER §

Tretiranje nukleazom 1 vezujuca kromatografija

Moguc¢nost povecanja razmjera, produktivnosti 1 konzistencije postupka su povecani tretiranjem Tritonom sakupljenog
materijala sa endonukleazom, a zatim vezivanjem anjonskom izmjenjivackom kromatografijom da bi se koncentrirao
virus (vidjeti sliku 1). Ova modifikacija eliminira potrebu za stupnjem koncentriranja/diafiltracije, XAD tretiranjem 1
filter kolonom za DNK.

Odabrana je ne-specificna endonukleaza koja je aktivna protiv obje 1 RNK 1 DNK. Ova endonukleaza, BENZONASA je
izolirana iz Serratia marcescens 1 klonirana u Escherichiacoli. Proizvodi se kao veoma dobro preci§éen, dobro
okarakteriziran rekombinantni protein od strane Nycomed Pharma A/S (Denmark). Ova odredena endonukleaza je
odabrana, djelomicno zbog toga posto ima veoma visoku specifi¢nu aktivnost 1 moze da se doda direktno u sirovi
materijal sakupljen Tritonom u veoma malim koli¢inama (10 mcg BENZONASE/1 sakupljenog materijala). Razvijeni su
test postupci, koji koriste "WESTERN Blot" za specifi¢ni protein BENZONASE i kineti¢ku analizu za aktivnost enzima,
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radi mjerenja uklanjanja enzima postupkom precis¢avanja. Najvise (> 90%) dodate aktivnosti endonukleaze moze se
smatrati da ima u frakcijama od pranja i frakcijama koje proticu kroz stupanj vezivanja anjonske izmjenjivacke
kromatografije (opisane nize). Nivo BENZONASE se smanjuje za faktor od vise nego 100 u proizvodu vezujuce kolone.

PRIMJER 6
DODATNI STUPNJEVI POSTUPKA
a) Stupanj vezivanja

Virus hepatitisa A se koncentrira iz nukleazom tretiranog Tritonom sakupljenog materijala na anjonskoj izmjenjivackoj
koloni nanos$enjem pri niskoj ionskoj jacini 1 stupnjem eluiranja u 0.35-0.5 M natrij klorida u fosfatnom puferu. Virus
hepatitisa A se koncentrira 30 puta ovim stupnjem vezivanja i Triton se smanjuje do nivoa koji se ne mogu detektirati, kao
§to je odredeno analizom CZE u toku postupka.

b) TaloZenje sa PEG 1 ekstrakeija kloroformom

Virus hepatitisa A iz koncentriranja/diafiltracije/ XAD ili onaj eluiran iz vezujuce kolone, taloZi se sa polietilen glikolom
(PEG). Pod pogodnim uvjetima ovaj stupanj je visoko selektiran i glavni kontaminant, koji se drugacije kopreciscava sa
virusom, ostaje otopljen i odbacuje se u frakeiji gornjeg sloja te¢nosti. PEG talog koji sadrzi virus, ponovo se suspendira
1 ekstrahira sa kloroformom : izoamil alkoholom (24:1), da bi se uklonili otopljeni lipidi 1 proteini denatuirani sa
kloroformom hoji ostaju na grani¢noj povrsini izmedu vodene i organske faze.

¢) Anjonska izmjenjivacka kromatografija i ekskluziona kromatografija po veli¢ini

Vodeni ekstrakt iz stupnja ekstrakcije kloroformom nanosi se na anjonsku izmjenjivacku kolonu pri niskom sadrzaju soli
1 zatim se eluira sa NaCl gradijentom do 1.0 M soli. Finalni stupanj ekskluzione kromatografije po veli¢ini daje visoko
precisceni preparat virusa (vidjeti Sliku 2).

d) Inaktivacija

Formalinom inaktiviranje virusa hepatitisa A ranije je vrseno upotrebljavajuci 93 ng/ml formaldehida/ml (1:4000
formalina i na temperaturi od 37°C za koncentracije antigena blizu nivoa doza. Pod ovim uvjetima inaktiviranje virusa
slijedi kinetike razlaganja prvog reda sa vremenom poluraspada od priblizno 2 sata, §to odgovara gubitku od oko 3.5
log10 TCIDsq (50% infektivne doze kulture tkiva) na dan. Smanjenje od 7 loga infektivnosti virusa postiZe se za oko 2
dana, ali za vrijeme inaktiviranja produzava do dvadeset dana da bi se osigurao veliki koeficijent sigurnosti da je virus
potpuno inaktivan.

Eksperimenti u malim razmjerima su potvrdili da se sa pove¢anjem koncentracije formaldehida povecava brzina
inaktiviranja, kako je mjereno gubitkom TCIDse. Brzina inaktiviranja varira proporcionalno sa koncentracijom
formaldehida, kao $to je oCekivano za kinetiku inaktiviranja pseudo-prvog reda. Ispitivanje kulture tkiva na dvije stotine
ekvivalenata doze potvrduje potpuno inaktiviranje kada je virus inkubiran sa 370 pug/ml formaldehida (1:1000 formalina)
virus na 37°C 5 dana. Prema tome, ovi modificirani uvjeti inaktiviranja obezbjeduju koeficijent sigurnosti kao §to je onaj
kod ranije upotrebljenih uvjeta. Ovo je potvrdeno sa tri inaktivacije velikih polupogonskih razmjera izvedenih pod
identi¢nim uvjetima, a zatim absorpcijom pomocu aluminij hidroksida, pri ¢emu se dobiva cjepivo za klinicka ispitivanja.
Brzina inaktiviranja je bila oko Cetiri puta veéa od brzine ranije posmatrane pri nizim koncentracijama formaldehida, §to
je u odli¢noj suglasnosti sa ispitivanjima u malim razmjerima. Uzorci ova dva cjepiva absorbirane aluminij hidroksidom
ispitani su na imunogenost kod miSeva, sa EDsq za svaku sli¢nim sa onim za ranija cjepiva (manje nego 2 ng).

¢) Absorpcija aluminij hidroksida

Absorpcija na aluminij hidroksid vr§i se ko-talozenjem formalinom inaktiviranog virusa sa aluminij hidroksidom.
Postupak upotrijebljen za sve klinicke preparate bio je sustinski isti, pri ¢emu je jedina promjenljiva bila koncentracija
virusa u formalinom inaktiviranom sirovom otapalu. Direktno taloZenje inaktiviranog virusa na aluminij hidroksid
izvrseno je prvo dodavanjem kalij aluminij sulfata u formalinom inaktiviranu sirovu otopinu. Najzad, talog se formira
dodatkom natrij hidroksida. Formaldehid i preostale soli se eliminiraju uklanjanjem gornjeg sloja te¢nosti iz suspenzije 1
zamjenjujuci ga sa fizioloskom slanom otopinom.

PRIMJER 7
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CISTOCA HAV PROIZVODA

Analiticka ekskluziona kromatografija po veli¢ini (HPSEC), EIA 1 protein kao 1 SDS-PAGE su upotrijebljeni za
registriranje postupka prec¢iscavanja da bi se obezbjedili konzistentni prinosi cjepiva visoke Cistoce. HPSEC obezbjeduje
nacine za registriranje gubitaka nukleinske kiseline u toku tretiranja nukleazom kao 1 za odredivanje Cistoce u kasnijim
stupnjevima postupka. Kromatogrami na slici 2 pokazuju da je pik koji odgovara hepatitisu A jasan u PEG talogu. Virus
hepatitisa A se obogacuje u stupnju ekstrahiranja otapalom i zatim se koncentrira u stupnju ionske izmjenjivacke
kromatografije. Finalna gel filtracija daje preparat hepatitisa A visoke ¢istoce (> 95% pomocu SDS-PAGE 1 bojenjem
srebrom). Kao nezavisna mjera Cistoce preparata HAV je jedinstveno obuhvacen pik u HPSEC analizi (vidjeti slike 2, 37
138).

II. Odstranjivanje nedisto¢a

CZE analiza uzoraka u toku postupka ukazuje da se Triton uklanja stupnjem koncentriranja diafiltracije u Monroe-ovom
postupku 1 vezuju¢om kolonom u proizvodnom postupku. Pored toga BENZONASA te¢e kroz vezujucu kolonu. Koli¢ina
BENZONASE prisutna u stupnju anjonske izmjene proizvoda je ispod nivoa detekcije (< 18 femtograma aktivnosti 1
manje nego 13 pg BENZONASE mase/25 jedini¢ne doze hepatitisa A; limit detekcije u ovoj analizi je 12.5 pg).

PRIMJER 8

Predi§éavanje virusa hepatitisa A sakuplienog 1z NUNC ¢elijskih tvornica ili bioreaktora sa statickom povrSinom lizisom
Tritonom: Monroe-va studija

HAV se razmnozava sustinski kao §to je opisano u Primjeru 2 koriste¢i NCF-e. MRC-5 ¢elije se gaje u Sarzama od
sezdeset 6000 cm® NCF-a na 37°C dana upotrebljavaju¢i medij koji se sastoji od Williams-ovog Medija E dopunjenog sa
10% zap/zap fetalnog tele¢eg seruma i neomicinsulfatom. Na dan 7, ¢elije se ponovo hrane (snabdjevaju) sa svijezim
medijem koji sadrzi dovoljno virusa da inficira kulture pri oko 0.1 MO, i prebacuju se u sredinu na 32°C. Kulture se dalje
inkubiraju na 32°C 21 dan uz ponovno hranjenje jedanput nedjeljno. HAV se sakuplja tretiranjem slojeva ¢elija sa lizis
puferom koji sadrzi 0.1% Tritona X-100, 10 mM TRIS, 1 mM MgCl, pH 7.5. Dobiveni lizat iz NCF-a se sakuplja 1
zamrzava do dalje prerade.

Cetiri litra zamrznutog virusa hepatitisa A sakupljenog iz kulture NUNC ¢éelijske tvornice tretiranjem sa TRITONOM
X-100 se otkrave u vodenoj kupaoni na 20-30°C 4 sata i zatim se filtrira. Profiltrirani lizat se koncentrira desetostruko na
Pellicon aparaturi upotrebljavajuci odsjecak membrane od 300.000 molekulske teZine. Koncentrirani lizat, priblizno 400
ml, se zatim diafiltrira prema 10 mM Tris-HCI pufera, pH 7.5 koji sadrzi 150 mM NaCli 1 mM EDTA. Triton se uklanja
Sarznim tretiranjem sa AMBERLITOM XAD-4- (Rohm and Haas Company) polimernom smolom pri 30 mg/ml lizata.
Poslije filtracije da bi se uklonio XAD-4, lizat se podesi na 510 mM NaCl i zatim se talozi dodatkom polietilen glikola
(PEG 8000, Sigma) do 5% (zap/zap) finalne koncentracije. Smjesa se snazno mjesa, inkubira se na 4°C 1 sat 1 zatim se
centrifugira pri 1000 x g na 4°C 10 minuta. Poslije centrifugiranja gornji sloj te¢nosti se uklanja i odbacuje. Talog se tada
otapa u 6.2 mM natrij fosfatnom puferu, pH 7.2 koji sadrzi 120 mM NaCl i | mM EDTA. Ponovno suspendirane pelete se
tada ekstrahiraju sa jednakom zapreminom smjese kloroforma: izoamil alkohola (24:1 zap/zap). Smjesa se snazno mucka
1 zatim centrifugira na 3000 x g 10 minuta na 20°C. Razdjelna povrsina koja sadrzi nerastopljeni materijal se ponovno
ekstrahira u istoj smjesi organskih otapala upotrebljavaju¢i 30% pocetne zapremine. Poslije centrifugiranja, dvije vodene
faze se spoje. Kloroformski ekstrakt se tada podesava na 350 mM NaCl 1 kromatografira se na DEAE-Sefarozi CL6B
(Pharmacia) na filtracioni nacin da se absorbira DNK. Frakcija koja protic¢e kroz kolonu, koja sadrzi HAV se sakuplja 1
razblazuje faktorom od tri sa 6.2 mM natrij fosfatnim puferom, pH 7.5 i kromatografira se na TOYOPEARL DEAE 650M
(Toso Haas) sa gradijentom elucije do 1 M NaCl. Hepatitis A eluiran na 15-30% 1 M pufera, $to odgovara 15-30 mS.
Frakcije izdvojene iz ovog regiona bile su poslije toga kromatografirane na Sefarozi (Sepharose) CL4B (Pharmacia) u 6.2
mM natrij fosfatnom puferu sa 120 mM NaCl. Punjenje ove kolone je podeseno tako da je vece nego 1% ali manje nego
5% od zapremine kolone. Proizvod je eluiran izmedu 46 1 64% od ukupne zapremine kolone.

Finalna preci§cena $arza je sterilno filtrirana na 0.22 mikrona 1 inaktivirana sa 1:4000 formalinskog reagensa (formalin je
37-40% tezinski formaldehida) na 37°C 20 dana. Ovi uvjeti pokazuju kinetiku razlaganja prvog reda sa poluperiodom od
2 sata 1 gubitkom od priblizno 3.5 logl0 TCIDs(/24 sata. Inaktivacioni period je produzen do 20 dana da bi se osigurao
veliki stupanj sigurnosti. U inaktivirani hepatitis A se dodaje kalij aluminij sulfat i zatim se otopina talozi dodatkom natrij
hidroksida do pH 6.6-6.8. Fromaldehid 1 preostale soli se uklanjaju centrifugiranjem pri ¢emu se gornji sloj te¢nosti
uklanja i zamjenjuje sa fizioloskom slanom otopinom.

PRIMJER 9
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Preciscavanje hepatitisa A sakupljenog iz COSTAR kocki sa Tritonom X-100,
upotrebljavajuéi tretiranje nukleazom i vezujuéu kromatooratiju: Postupak proizvodnih razmjera

Materijal proizvodnih razmjera se dobiva koriste¢i SSR postupak za razmnozavanje virusa. U ovom postupku COSTAR
kocka se upotrebljava kao povrsina rasta ¢elija; kocka se vezuje u COSTAR CS2000 saturator upotrebljavajuci vanjski
otvor 1 pumpu koja tjera tok medija, kao §to je opisano u Primjeru 3. MRC-5 ¢elije se inokuliraju u COSTAR KOCKU
SSR, 1 gaje se na 37°C 7 dana. Rasprasivanje je zapoceto dva dana poslije unosenja ¢elija. Reaktor je kontinualno prskan
sa Williams-ovim Medijem E dopunjenim sa 10% zap/zap gvozdem dopunjenog teleceg seruma i neomicin sulfatom. pH
reaktor se kontrolira izmedu 6.9 1 7.6, 1 otopljen kisik u reaktoru dostize izmedu 15 1 100% zasicenja zrakom u mediju.
Dopusteno je da rast ¢elija tece ukupno 7 dana, 1 virus se unosi u reaktor pri priblizno 0.1 MOI, upotrebljavajuci sarzu
virusa dobivenu prema postupku iz Primjera 1. SSR temperatura se smanjuje do 32°C, 1 napajanje se¢ nastavlja 21 dan.
SSR se tada ispusta i medij se ponovo puni sa 0.1% te?/zap TRITONAY, 10 mM TRIS®, pH 7.5 pufera da bi se oslobodio
HAV. Za Cetiri serije virusa proizvedenog ovim postupkom u COSTAR kocka sistemima kao $to je prikazano u Primjeru
10, HAVAg proizvodnja prosjecno je bila 2,8 puta veca od historijske prosjecne vrijednosti u NCF reaktorima koriste¢i
Monroe-ov postupak razmnozavanja na bazi povr§ine. Povecana SSR produktivnost omogucila je lako povecéanje
razmjera postupka razmnoZavanja do proizvodnih razmjera.

Sirovi lizat se tretira sa BENZONASOM da bi se oslobodio virus iz adukata nukleinske kiseline 1 zatim se vezuje virus na
anjonskoj izmjenjivatkoj kromatografiji. Tretiranje BENZONASOM eliminira potrebu za stupnjem
koncentriranja/diafiltracije, tretiranja sa XAD-4 1 DNK filter kolonom (Vidjeti Primjer 8).

Dvadeset 1 pet litara iz COSTAR kocke Tritonom X-100 sakupljenog materijala se tretira sa 5-25ug BENZONASE/1
lizata u prisustvu 1 mM MgCl, 1 zatim se filtrira kroz filter od 0.22 mikrona. Smjesa se inkubira 18 sati na 25°C. Enzimom
tretirani lizat se nanosi na TOYOPEARL DEAE 650 M anjonsku izmjenjivacku kolonu uravnoteZenu sa 4.7 mM natrij
fosfatnog pufera, pH 7.2 koji sadrzi 90 mM NaClL

Hepatitis A se eluira (prosjecno 800 ml) sa 6.2 M natrij fosfatnog pufera koji sadrzi 0.35 M NaCl 1 1 mM EDTA. Test
postupci koji koriste kineticku analizu za aktivnost enzima, razvijeni su radi registriranja uklanjanja enzima u toku
postupka. Rezultati pokazuju da se >90% aktivnosti endonukleaze moZe pripisati frakcijama od pranja i frakcijama koje
proticu kroz vezujucu kolonu. Osim toga, ukupna aktivnost nukleaze, uklju¢ujuéi i onu od dodate BENZONASE, u
proizvodu iz vezujuée kolone smanjuje se za faktor od > 100 u usporedbi sa koli¢inom prisutnom u pocetku u lizatu.
Koncentracija NaCl hepatitis A proizvoda iz vezujuce kolone podesava se na 420 mM 1 virus se taloZi sa polietilen
glikolom (PEG 8000, Sigma) pri finalnoj koncentraciji od 4.5%. Smjesa se snazno mjesa 1 zatim se inkubira 1 sat na 4°C.
Poslije inkubacije, talog se sakuplja centrifugiranjem pri 1000 x g 10 minuta na 4°C. Gornji sloj te¢nosti se uklanja 1
odbacuje. PEG talog se ponovno suspendira u 6.2 mM natrij fosfatnog pufera, pH 7.2 koji sadrzi 120 mM NaCli 1 mM
EDTA. Organska ekstrakcija ponovno suspendiranog PEG taloga se vr$i dodatkom 1.5 zapremina kloroforma : izoamil
alkohola (24:1, zap/zap). Odvajanje faza se potpomaZe centrifugiranjem na 3000 x g 10 minuta na 20°C 1 gornja, vodena
faza se zadrzava. Razdjelna povrsina se ponovno ekstrahira sa 30% od originalne zapremine organske smjese, centrifugira
se 1 druga vodena faza se spaja sa prvom.

Vodeni ekstrakt se kromatografira na TOYOPEARL DEAE 650 M (Toso Haas) anjonskoj izmjenjivackoj matrici i eluira
se sa gradijentom od 1 M NaCl. Virus hepatitisa A se eluira na 15-30%c od 1 M gradijenta $to odgovara 15-30 mS.
Izdvojene su frakcije iz ovog regiona i1 podvrgnute ekskluzionoj kromatografiji po veli¢ini. Ekskluziona kromatografija
po veli¢ini koristila je dvije kolone, TOYOPEARL HW55S 1 HW65S. Pod ovim uvjetima virus hepatitisa A je bio u
inkludiranoj zapremini za obje matrice i uredaj tandem kolona je upotrebljen da bi se razdvojile necistoce 1 visih 1 nizih
molekulskih teZina iz virusa hepatitisa A. Kolone su uravnoteZene sa 6.2 mM natrij fosfatnim puferom, pH 7.2, koji sadrzi
120 mM NaCl. Sakupljeni su eluirani hepatitis A u simetri¢nom piku 1 frakeije proizvoda.

Sterilni profiltrirani proizvod na 0.22 mikrona iz ekskluzione kromatografije po veli€ini je inaktiviran pri priblizno 500
jedinica/ml (jedna jedinica odgovara oko 1 ng virusnog proteina) sa 370 pg/ml (1:1000 razblazenje formalina $to je
37-40% tezinski formaldehida) 5 dana na 37°C. Inaktivirani virus hepatitisa A je sterilno filtriran na 0.22 mikrona.
Ko-taloZenje sa aluminij hidroksid vrsi se dodavanjem na pocetku kalij aluminij sulfata 1 zatim titracijom do pH 6.6-6.8 sa
natrij hidroksidom.

Preostale soli 1 formaldehid se uklanjaju postupkom taloZenja/dekantiranja u kojem se gornji sloj te¢nosti uklanja 1
zamjenjuje sa fizioloskom slanom otopinom.

PRIMJER 10

Proizvod dobiven postupkom, kao §to je opisano gore, analizira se na: protein pomocu amino kiselinske analize
(hidrolizom plinske faze i zatim PITC obiljeZavanjem i reverzno-faznom visoko-rezolucionom te¢nom kromatografijom);
HAYV antigen pomoc¢u HAV antigen imunoanalizom enzima na ¢vrstoj fazi (antigen vezan koriste¢i preparat humanog
poliklonalnog antitijela, a zatim detekciju sa mi§jim monoklonalnim antitijelom 1 kozjim-anti-misjim
antitjelo/peroksidaza konjugatom) ugljenhidrat (ukljucujuci detekciju glukoze 1 neglukoznog uglienog hidrata;
ne-glukozni ugljenihidrat je bio prisutan u proizvodu na nivou od manje nego 0.1 na ug proteina proizvoda) pomocu
anjonske izmjenjivacke kromatografije pri visokom pH i pulzirajuc¢e amperometrijske detekcije (HPAEC-PAD, kisela
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hidroliza upotrebljavajuci 2 N TFA, a zatim HPLC analizu). DNK ¢elije domac¢ina pomocu hibridizacije ("dot blot"
postupak upotrebljavaju¢i Alu DNK fragment kao hibridizacionu probu); masnu kiselinu pomocu plinske kromatografije
(metil esterifikacijom masnih kiselina, a zatim kapilarnom plinskom kromatografijom); RNK hidrolizom 1
reverzno-faznom HPLC analizom ribonukleotida.

Pored toga, rezultati prikazani niZe, dobiveni prema prethodnim postupcima, SDS-PAGE analize 1 detekcije proteina
pomocu bojenja srebrom ili pomoéu "western blot" sa anti-HAV antitijela otkrili su samo prisustvo HAV specifi¢nih
proteina nanoSenjem 50-300 ng proteina. Pored toga, prisustvo punih kapsida je demonstrirano pomocu analize HAV
specifi¢ne RNK hibridizacijom sa HAV specifi¢nim DNK probama, gradijenata gustoce saharoze i reverznofazne HPLC.
Nadeno je da je HAV specificna RNK prisutna u proizvodu pri oko 0.1-0.2 ug na pg proteina. Ovaj nivo HAV specifi¢ne
RNK je u suglasnosti sa odnosom od oko 1/3 punih kapsida do oko 2/3 praznih HAV kapsida. Najzad, nezavisna mjera
HAV ¢istoce je obezbjedena pomocu analize prikazane u Slici 2, upotrebljavajuci HPLC analizu, koja pokazuje jedan pik
HAV proizvoda.

Apsolutne koncentracije proteina, ugljenog hidrata, lipida i DNK predstavljene su nize u odjeljku A. Podaci iz odjeljka A
su transformirani nize u odjeljku B normalizacijom u mikrograme proteina, a u odjeljku C, kao tezinski postotak proteina
(8to oznacava odnos mase prisutnog ugljenog hidrata, na primjer, 1 mase prisutnog proteina, pomnozeno sa 100).
Rezultati ovih analiza su prikazani niZe za osam preparata HAV dobivenih prema postupku komercijalnih razmjera prema
ovom izumu.
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A. Analiza sastava

Ukupni uglj.hid. Masna

Protein RNK mog/ml DNK* kiselina

Serija br. mog/ml mog/ml mog/ml mog/ml
1 14.7 2.4 3.4 < 0.0045 <0.3
2 8.0 1.1 3.7 < 0.0003 <0.3
3 18.9 2.1 0.9 <0.0003 <0.3
4 17.0 1.5 2.5 <0.0003 <0.3
5 16.6 2.5 2.2 < 0.0003 <0.3
6 8.4 1.5 1.1 <0.0003 <0.3
7 14.5 1.4 1.5 <0.0003 <0.3
8 14.6 1.8 1.2 <0.0003 <0.3

* Limit detekcije (LOD) za prvi uzorak je bio 0.0045 pg/ml.
5 Za naredne uzorke je povecana osjetljivost tako da je LOD iznosio 0.003 pg/ml.

Tezinski % proteina

10

15

Serija
br. RNK Ugllhidr, DNK Magna kiselina

1 16 23 <0.036 <2.0

2 14 46 <0.004 <3.8

3 11 5 <0.002 <1.6

4 9 15 <0.002 <1.8

5 15 13 <0.002 <1.8

6 18 13 <0.004 <3.6

7 10 10 <0.002 <2.1

8 12 8 <0.002 <2.1
Prethodni podaci karakteriziraju proizvod prema ovom izumu, prije inaktivacije 1 ko-taloZenja sa aluminij hidroksidom,
kao HAV preparat koji ima slijedece karakteristike, na mikrogram na bazi proteina (sa proteinom koji je vise od 95% cist
HAYV protein pomoc¢u SDS PAGE 1 bojenjem srebrom):
Ugljeni hidrat koji se sastoji od gluhoze 0.1-25ug
Ne-glukozni ugljeni hidrat 0.2 pg
DNK 0.004 ng
Lipid 0.1 ug

20  HAV RNK 0.1-0.2 ng

Prvenstveno, se ova analiza izvodi na prefis¢éenom HAYV proizvodu prema ovom izumu, kada je HAV proizvod

najkoncentriraniji, prije inaktiviranja i formulacije. Medutim, snabdjevena sa dovoljnim koli¢inama inaktivirane ili

finalno formuliranog cjepiva, ova analiza e sigurno dati sustinski slicne rezultate. U jednoj posebno pogodnoj realizaciji,
25 cjepivo prema ovom izumu ima slijede¢i nominalni sastav na 25 jedinica/0.5 ml doze:
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KOMPONENTA KOLICINA
Natrijum hlorid 4,500 g
Aluminijum 250 ug
Natrijum tetraborat 19 ug
Formaldehid <200 ng#
Glukoza (polimer) <20 ng*#
Protein 25 ng*#
Hloroform <22 ng*#
HAV RNK 5 mg*#
Ne-glukozni ugljovodonik <4 ng*#
Masna kiselina < 1 ng*#
Neomicin < 1 ng*#
MRC-5 DNK < 0.005 ng*
Albumin govedeg seruma <0.02 ng*#
BENZONASA < 0.0002 ng*#&

* Ekstrapolisano iz analiza pre¢i§éene $arze virusa
# Iz analiza demonstracionih uzoraka serije.
& Bazirano na analizi aktivnosti.

PRIMJER 11

Usporedenje razlicitih HAV preparata

Precis¢en HAV proizvod prema ovom izumu usporeden je sa opisom drugih HAV proizvoda kao $to su opisani od strane
njihovih proizvodaca. Rezultati ovog usporedenja prikazani su u Tabeli 1:

TABELA 1

USPOREDENIJE INAKTIVIRANIH CJEPIVA

ZA HEPATITIS A
Cjepivo Ukupan protein (ng/doza)  Protein virusa (ng/doza) Cistoca virusa
Ovaj izum 25°-100 25100 > 95t
SmithKline Beecham 2000° 300-500¢ <25
Japan® 1000¢ > 95°
a) UdruZzen napor Chemo-Sero-Therapeutic Research Institute Chiba Serum Institute, i Denka Bio-Research

b)
¢)

d)
€)
f)

Institute.

Bazirano na podacima amino kiselinske analize (AAA) (amino acid analysis).

Definirano pomoc¢u imunoanalize enzima HAV antigena; kalibracioni standard je bio preciséeni virus,
¢istoe 90% pomocu SDS-PAGE/bojenjem srebrom, protein definiran pomoéu AAA.

Definirano pomoc¢u imunoanalize enzima HAV antigena; kalibracioni standard nedefiniran.
Definirano pomoc¢u SDS-PAGE analize.

Definirano pomo¢u HAV antigena prema odnosu ukupnog proteina.

.....

na HAV antigenu prema odnosu ukupnog proteina i amino kiselinskoj analizi), kompletnije krakteriziran, 1 sadrzi najnizu
koli¢inu proteina virusa efikasnu da se postigne serokonverzija 1 zastita nego bilo koji proizvod koji je ranije opisan za
koji su dostupni analiticki podaci.
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PRIMJER 12
Efikasnost cjepiva - Monroe-ova studija

Cjepivo je dobiveno infekcijom slojeva MRC-5 ¢elija kultiviranih u NUNC ¢elijskim fabrikama sa CR326F HAV.
Kultura je odrzavana nekoliko nedjelja pomocu regularnog napajanja. U pogodno vrijeme inficirani monoslojevi MRC-5
¢elija su sakupljeni tretiranjem deterdZentom 1 HAV je preiscen prema postupku iz ovog izuma, §to je prikazano na slici
1 za NCF-e. Vodeni virus se absorbira na aluminij hidroksid 1 odlaZe se na 2-8 C. Doze 0.6 ml svaka sadrze 25 jedinica
antigena virusa hepatitisa A, bazirano na radioimunoanalizi prema preci§éenoj standardnoj referenci virusa, 1 300 ug
aluminij hidroksida. Placebo je sadrzao 300 ug aluminij hidroksida i timerosal pri 1:20,000 razblaZenju. Zdravi,
seronegativni primaoci cjepiva pri visokom riziku od dobivanja HAV infekceije, dobili su ili jednu dozu od 0.6 ml placeba
cjepiva. Na dan cjepljenja 1 jedan mjesec kasnije uzeti su uzorci krvi. Skoro 100% primalaca cjepiva bilo je bez HAV
infekcije posto je vrijeme ¢ekanja od 50 dana uzet u obzir za pretrazivanje pojedinaca koji su dobili HAV infekciju prije
cjeplienja. S druge strane, znafajan broj placebo primalaca je dobio HAV infekciju poslije perioda od 50 dana
pretrazivanja.

Proucavana populacija je bila dovoljno velika tako da je zastita primalaca cjepiva statisticki znacajna.
PRIMJER 13
Proizvodnja virusa u statickom mikser reaktoru

Virus hepatitisa A je razmnozavan u SSR koji se sastoji od staticke mikser kolone vezane za saturator pomocu vanjskog
otvora 1 sistema pumpe (Charles River Biological Systems CRBS 5300). Staticki mikser reaktor se proizvodi od
elemenata metalnog titana koji imaju ukupnu povrsinsku oblast od oko 260,000 cm’, u koloni od 8" pretnika 40"
dugackoj. MRC-5 ¢elije se unose u reaktor i gaje se 7 dana na 37°C u Williams-ovom Mediju E dopunjenom sa 10%
zap/zap fetalnog teleCeg seruma 1 Neomicin sulfatom. Ostavi se da rast ¢elija tee 7 dana, 1 dio medija se mjenja tri puta
nedjeljno, pri ¢emu se dobiva brzina napajanja jednaka sa NCF Monroe-ovim postupkom. Virus se unosi u reaktor pri
priblizno 0.1 MOI. SSR temperatura se smanjuje na 32°C 1 napajanje se nastavlja kao gore 22 dana. Iz SSR se tada ispusta
medij i ponovno se puni sa 0.1% te/zap Triton® pufera da bi se oslobodio HAV. Ovaj reaktor proizvodi priblizno 50%
vise HAVAg na bazi povrsine nego kontrolna
T-boca inokulirana upotrebljavajuci iste reagense, napajanje (hranu), razmnozavanja i sakupljanja na slican nac¢in. HAV
proizvodnja reaktora je takoder usporedena pogodno sa NUNC c¢elijskim fabrikama iz Primjera 2.

PRIMJER 14

HAV PROIZVODNJA NA STATICKIM MIKSER ELEMENTIMA MREZE OD NERPAJUCEG CELIKA
14.1 MATERIJALI I POSTUPCI

Kultura ¢elija

U svim studijama su upotrijebljene MRC-5 éelije pri PDL < 40. Celije su kultivirane u Williams-ovom E mediju koji
sadrzi 10% Zeljezom obogacenog teleceg seruma, 2 mM glutamina, 1 50 ml/1 neomicin sulfata na 37°C. U studijama u
kojima se koristi tank reaktor koji se prska i mjesa, u medij se dodaje Pluronic F-68. Gustoéa éelija od 10,000 éelija/cm’ je
upotrijebljena da se inokuliraju nove povrsine kulture. Prebrojavanje éelija je izvr§eno upotrebljavajuci Coulter brojac
1/ili hemacitometar sa bojenjem Tripan ("Trypan") plavim radi odredivanja sposobnosti za Zivot.

Kultura ¢elija na metalnim kuponima

Kupon od &vrstog metala ili metalne mreZe oko 5 cm x 5 cm, stavi se u staklenu petri zdjelu od 150 cm? i sterilizaju se.
Poslije dopustanja da se ohladi, u zdjelu se stavlja 90 ml medija 1 zatim se dodaje inokulum ¢elija. Koli¢ina medija je
dovoljna da potpuno prekrije metalne povr§ine. Poslije 1 dana na 37°C metalni dio se uklanja koriste¢i sterilni forceps, i
stavlja u novu sterilnu petri zdjelu (da bi se sprijedio rast éelija na staklenoj povrsini) koja sadri 90 ml medija. Cvrsti
slojevi se tretiraju tripsinom, pranjem dva puta sa fosfatno puferiranim slanim otopom (PBS) 1 dodavanjem 2 ml tripsina
na metal. Poslije uocavanja oslobadanja ¢elija, tripsin se pazljivo pipetira nekoliko puta iznad povrsine da bi se osiguralo
potpuno uklanjanje.

Sirovina za virus 1 infekcija
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U svim studijama je upotrijebljena sirovina za virus hepatitisa A, CR326F P28, sa titrom od 10® TCIDs¢/ml. MOI
vrijednosti prikazane ovdje, izracunate su kao TCIDsp/Celije, a ne kao PFU/¢elije. Kulture su inficirane dodavanjem
sirovine za virus u svjez medij i dodavanjem ovoga u kulturu. Poslije inficiranja kulture su inkubirane na 32°C.

Bojenje sposobnosti za Zivot na kuponima mreze

Sposobnost za Zivot ¢elija je registrirana upotrebom za bojenje fluorescein diacetata (FDA) 1 etidij bromida (EB). U
¢elijama sposobnim za Zivot FDA se cjepa esterazom u citoplazmi pri ¢emu se dobiva slobodan fluorescein koji
fluorescira zeleno. EB se brzo interkalira u DNK jezgra éelija ne-sposobnih za Zivot i fluorescira crveno. Celije su
obiljezavane sa obje boje jednovremeno. Otopina za bojenje sastojao se od 100 pl FDA sirovine (5 mg/ml u acetonu) 1 200
ul EB sirovine (10 mg/ml u PBS) u 50 ml PBS. Materijal mreze je tada inkubiran u 5 ml ove otopine 5-6 minuta. Poslije
obiljezavanja, nosac je opran dva puta u PBS (20 ml po pranju) i postavljen izmedu donje plo€ice 1 gornje pokrivne
plocice mikroskopskih stakala. Uzorci su zatim posmatrani koriste¢i BioRad MRC-600 konfokalni mikroskop.

Stati¢ki mikser reaktor

MreZa (poznata kao "E-pak™) 1 ¢vrsta ploca od 316 nerdajuceg Celika elementi statiCkog miksera (SMV konfiguracije)
dobiveni su od firme Koch Engineering (Wichita, KS). Svi elementi su bili priblizno 2" x 2", konstruirani od tipa 316
nerdajuéeg &elika ili titana. Povrsina &vrstih elemenata je tako odredena da bude 1300 cm?, a elementi mreZe su tako
odredeni da budu 2300 cm®. Povrina te¢nog zapreminskog odnosa ovih posljednjih elemenata je bila priblizno 26 cm*/ml
(oko 24 cm*/ml na bazi ukupne zapremine reaktora). Pet elemenata se nominalno postavlja u obliku niti staklenu kolonu
od 5 cm s 26.5 cm sa PTFE djelovima za spajanje na kraju. Elementi su postavljeni u konfiguraciji sa smjerovima
mjesanja perpendikularno u uzastopne elemente. Kolona sa elementima sadinjava reaktor za rast ¢elija. Tank satelitne
posude koje se mjesaju, vezane za elektronske kontrolore, upotrijebljene su za kontroliranje pH medijana 7.2-7.3 idona
80-90%. Medjj se recirkulira iz tanka koji se mjesa u reaktor upotrebom peristaltiéne pumpe.

Zasijavanje reaktora je izvr§eno obezbjedivanjem niske brzine cirkuliranja da bi se omogucilo ¢elijama da se vezu.
Inokulum je stavljen u sistem 1 tipi¢no recirkuliran pri 100 ml/min 5 minuta da bi se izmjesale ¢elije 1 medij. Veoma malo
vezivanja Celija se dogodilo u toku ovog brzog recirkulacionog perioda. Brzina protoka je zatim smanjena na oko 2
ml/min, §to je obezbjedilo linearnu brzinu kroz reaktor pribliznu brzini sedimentacije ¢elija. Nadeno je da su brzine oko
brzine sedimentacije ¢elija optimalne za brzine vezivanja i podjednaku distribuciju ¢elija kroz reaktor.

Postupak lizisa celija

Celije su lizirane u Tritonskom puferu za lizis, koji je sadrZavao 0.1% Tritona X-100, 10 mM Tris, i | mM MgCl,. T-boce
su oprane dva puta sa 0.3 ml/cm” PBS, i lizirane dva puta sa 0.1 m1/cm’ pufera za lizis 1 sat. Protokoli za reaktore za
liziranje opisani su u tekstu.

Analiticki postupci

Celijski metabolizam je mjeran upotrebljavajuéi Kodak Ektachem DT60 analizator. Virusni antigen hepatitisa A
(HAVAg) je analiziran upotrebljavaju¢i imunoanalizu na bazi enzima monoklonalnog antitijela. Ukupni protein lizata
¢elija je odreden kvantitativno upotrebljavajuci Coomassie plav Bio-Rad analizu proteina (Cat #500-0001) prema
standardu albumina govedeg seruma.

REZULTATI I DISKUSIJA
Rast MRC-5 ¢elija na kuponima od Cvrstog metala

Prije ove studije rad na statickom mikseru je vrsen na elementima od titana. Bilo je poZeljno da se ispita rast ¢elija na
povrsinama od razli¢itih legura, koje, pored toga §to su jeftinije nego titan, obezbjeduju vecu plasticnost (rastezljivost) za
lakoc¢u proizvodnje statickog miksera. Ispitivano je dvije vrste svakog od nerdajuceg Celika 1 Hastelloy vrste B 1 C.
Kuponi od metala su inokulirani sa priblizno 10,000 éelija/cm®. Poslije 4 dana, ¢elije su tripsinizirane (tretirane tripsinom)
1registrirana je finalna gustoca celija:

Materijal Celija/cm®
Titan 1.4x10°
316 nerdajuéi elik 1.6x10°

316L nerdajuéi &elik 1.2x10°
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Hastelloy B 2.2x10°
Hastelloy C 1.3x10*

Rast na obje vrste nerdajuceg Celika je bio sliCan sa onim na titanu; ¢elije nisu rasle na Hastelloy B, a rasle su lose na
Hastelloy C. Razlike u gusto¢ama ¢elija za nerdajudi Celik 1 titan ne treba da se smatraju da je jedan bolji prvenstveniji;
razlike su vjerovatno zbog razlicitosti analize.

Najvise podataka za postupke za virus hepatitisa A dobiveno je za rast ¢elija na plasti¢nim drZacima, npr., bocama za
kulturu od polistirolnog materijala. Radi uporedenja, krive rasta MRC-5 ¢elija na polistirolu, staklu 1 316 nerdajucem
Geliku prikazane su na Slici 3. Celije su rasle sli¢no na svim povr§inama. Maksimalne specifi¢ne brzine rasta su sliéne
(0.034 h™! za plastiku, 0.032 h™' za staklo, 1 0.039 h™' za 316 nerdajuéi &elik). NiZa finalna gustoéa ¢elija dobivena za
plastiku je vjerojatno zbog ogranicenja hranljivih materija. Rast na plastici je izvoden u T-bocama, dok je rast na staklu i
nerdajuéem &eliku izvoden u petri zdjelama. Uslijed razlike u zapremini medija po cm® u svakom sistemu dolazi do
neravnoteZe u rezultatima dostupnih hranljivih materija. Rast ¢elija 1 potros$nja glukoze za kupone od nerdajuceg Celika
prikazani su na Slici 4.

Rast MRC-5 ¢elija na kuponima od metalne mreze

U pokusaju da se maksimizira povrsina na jedinicu zapremine, metalni materijal mreZe je ispitivan u petri zdjelama za rast
MRC-5 ¢elija. Za izvjesne kombinacije promjera Zice 1 razmaka, komad sa istom projektiranom povrsinom kao ¢vrst
kupon moZe da predstavlja ve¢u ukupnu povr§inu za rast ¢elija. Slojevi mreza mogu tada da budu formirani ili rasporedeni
u reaktoru na takav nacin da se maksimizira raspoloZiva povr§ina na jedinicu zapremine reaktora. Da bi se ispitao rast
¢elija, jedna povrsina mreze, MRC-5 kultura je vodena pomocu tehnika opisanih u odjeljku Materijali 1 Postupci.

Rast MRC-5 ¢elija je ilustriran na mreZi konstruiranoj bilo od 316 nerdajuceg Celika ili titana. Kuponi od mreZe sa
pre¢nicima Zice koji se krecu od 100 um do 400 um, tkanjima od 14 x 100, 120 x 110, 40 x 200, 1 107 x 59 Zica na in¢ su
ispitivani. Celije su rasle na svim uzorcima, do vecih ili manjih opsega. U ranim stupnjevima, ¢elije su rasle na povrini
zice. Ubrzo poslije toga, ¢elije pocinju da premoscavaju medusupljinske razmake, naro¢ito u kutevima. Vremenom celije
potpuno ispunjavaju medusupljinske razmake 1 formiraju vi§eslojne konstrukcije. Vizualnim ispitivanjem, mreZa nosi
veoma velike gustoce ¢elija, koje su vise nego povecane u razmjerima pomocu povrsine. Direktne koncentracije povr§ine
¢elija nisu dostupne posto viseslojni rast na mrezi nije podloZan tripsinizaciji. Preliminarni rezultati pokazuju da je
medusupljinska veli¢ina vazan faktor, posto ¢elije nisu sposobne da premoste velike medusupljine, a mreZa sa malim
medusupljinama smanjuje povrs$inu do limita iste povrsine kao §to je povrsina glatke ploce. Konstrukcioni materijal nije
utjecao na rast ¢elija, 1 zakljuceno je da je bilo koji biokompatibilni materijal koji se moze tkati u slojeve mreze, pogodan
za upotrebu. Metalne mreze, koje se mogu tkati imaju to preimuéstvo da se mogu lako Cistiti i ponovno upotrijebiti za
mnoge cikluse rasta ¢elija, kao §to je opisano nize.

Odavde na dalje, bit ¢e citirana samo mreZa od nerdajuceg Celika sa tkanjem od 107 Zica x 59 Zica na inc, 1 pre¢nikom Zice
od 160 pm (Sto daje razmak Zice od 77 um x 270 um). Elementi statickog miksera sa mreZzom koji su diskutirani niZe,
konstruirani su od ovog materijala. Pored toga §to je obezbjedena povecana povrsina, mreZa omoguéava ¢elijama da rastu
u vise slojeva. Mikrograf viseslojnog rasta ¢elija na ovoj mrezi prikazan je na Slici 5. Bilo je interesantno da se odredi da
li su ¢elije kroz slojeve sve sposobne za Zivot, ili da 1i su ¢elije u centru vise slojeva nekroti¢ne. Za ovu svrhu su
upotrebljeni fluoroscein diacetat 1 etidij bromid, kao $to je detaljno opisano u odjeljku Materijali 1 Postupei. Ispitivanjem
efikasnih presjeka mreZe, upotrebljavajuci laserski konfokalni mikroskop, ofevidno je da je daleko najveci dio ¢elija bio
sposoban za Zivot na bazi ¢injenica da etidij bromid nije interkalirao DNK jezgra i da se fluorescein diacetat cjepao, pri
¢emu je dao slobodan fluoroscein. Slika 6A prikazuje signal fluoresceina za seriju efikasnih presjeka kroz slojeve celija.
Slika 6B prikazuje signal etidij bromida za iste presjeke. Odvojeni kuponi ¢elija koji su u¢injeni ne-sposobnim za Zivot
tretiranjem sa metanolom sluZili su kao pozitivna kontrola za etidij bromid 1 kao negativna kontrola za fluorescein diacetat
u ovim eksperimentima. Ova kontrola je prikazana na Slici 7.

Sijanje ¢elija na elemente mreZe statiCkog miksera

Uniformno sijanje je vaZno za optimalnu proizvodnost 1 za odrzavanje niskog, uniformnog udvostru¢avanja nivoa za
proizvodnju bioloskih preparata. Dobiveni su elementi mreZe statiCkog reaktora koji se sastoje od istog materijala
ispitivanog gore. Cilindri¢ni reaktor je orijentiran sa vertikalnom osi. Premda su ranije studije provodene sa reaktorom sa
horizontalnom osi da bi se povecala sedimentacija ¢elija na povr$inu za rast, nadeno je da je vezivanje na vertikalnu
povrsinu isto toliko efikasno i predstavlja prvenstveni nacin rada. U toku ovog rada ¢elije su zasijavane pri priblizno
10,000 cm”. Celije su zasijavane u reaktorima sa visestrukim elementima, gdje su osi mijeSanja individualnih elemanta
bilo gdje izmedu paralelnih ili devedeset stupnjeva jednog prema drugome. Radi svrhe mjesanja tecnosti 1 optimalnog
rada reaktora, prvenstvena je vertikalna konfiguracija.

Celije se nisu zasijavale u ranijim ispitivanjima gdje su koristene necirkulacione brzine koje su dale povriinsku brzinu od
5 cm/min. Efikasnost zasijavanja je povecana punjenjem reaktora i dopustanjem ¢elijama da se zasijavaju gravitacionom
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sedeimentacijom 2 sata. Ovo je rutinski obezbjedilo efikasnost zasijavanja vece od 90% (efikasnost zasijavanja - broj
zasijanih ¢elija/ukupan broj ¢elija u inokulumu x 100%), medutim zasijavanje je bilo neuniformno.

Kao sto je prikazano na Slici 8, element na dnu sadrzi najvise ¢elija, dok element na vrhu sadrZi najmanje. Iz ovih
podataka, izracunato je da prosjec¢na brzina taloZenja preparata MRC-5 ¢elija iznosi 6 cm/h. U daljnjem eksperimentu koji
koristi Cetiri elementa, medij se recirkulira radi zasijavanja pri brzini priblizno jednakoj sa brzinom taloZenja. Dobiva se
uniformno zasijavanje sa efikasnosc¢u zasijavanja ve¢om nego 90% za ove uvjete (Slika 8). Gornji rezultati demonstriraju
da povrsinska brzina medija kroz reaktor uti¢e 1 na brzinu vezivanja ¢elija i na krajnju distribuciju ¢elija u reaktoru.

Usporedenje rasta ¢elija na ¢vrstom sloju i na elementima mreZe statickog mikser reaktora

Dva reaktora su postavljena i radila su istovremeno da bi se opisale razlike izmedu &vrstog sloja i elemenata mreze. Cvrsti
elementi su konstruirani od titana, a elementi mreZe su konstruirani od nerdajuceg ¢elika. Odredeno je da je povrsina 1300
cm’ za &vrste elemente i 2300 cm? za mrezu, §to pokazuje da je odnos mree prema &vrstoj povr$ini 1.8. Elementi &vrstog
sloja rade zdruZeno sa elementima mreZe obezbjeduju kontrolu za sve eksperimente. Reaktori su zasijani sa priblizno
10,000 - 20,000 ¢elija/cm®. Reaktori su radili na §arzni nadin sve dok koncentracija glukoze nije pala ispod 120 mg/dl,
kada je zapoceto rasprsivanje medija. Oba reaktora su inokulirana sa istim sakupljenim MRC-5 ¢elijama, 1 napajanja su iz
zajednickog rezervoara za medij da bi se eliminirale bilo koje razlike ovih promjenljivih. Brzina preuzimanja glukoze
(GUR) (glucose uptake rate) za svaki reaktor prikazana je na Slici 9. Slika 9A usporeduje reaktore prema cm
upotrebljavajuéi povrsine navedene gore; ove povrsine se smatraju pribliznim. Slika 9B usporeduje sisteme na bazi
zapremine medija reaktora posto je svaki reaktor bio iste veliCine, tj., pet 2" elemenata sa 1 1 satelitne posude za medij.
Slika 9B ne ukljucuje aproksimacije s obzirom na povrs$inu. Brzina preuzimanja glukoze se koristi kao mjera rasta ¢elija 1
upotrebljava se za odredivanje pocetak stacionarne faze. Posljednja tocka na slici 9 pokazuje vrijeme kada su reaktori
sakupljeni lizisom tritonom. Celije su bile vizualno konfluentne sa &vrstom matricom i medugupljine na mreZi su bile
skoro popunjene na elementima mreze, $to ukazuje da je moguce jos rasta. Tada se raspriava medij pri brzini od 0.19 1/h
za ¢vrst reaktor, 1 koncentracija glukoze u mediju u ovoj tocci je bila 1.16 g/l. Brzina rasprsavanja je bila 0.26 1/h za
reaktor sa mrezom, 1 koncentracija glukoze u mediju je bila 0.69 g/1. Ovi rezultati demonstriraju bolju metabolicku
aktivnost koja je dobivena za reaktor sa mrezom prema Cvrstom reaktoru za fazu rasta (gajenja) celija.

Ovi reaktori su ispusteni i ¢elije su lizirane upotrebljavajuci deterdzent pufer za ekstrahiranje ¢elijskog proteina, mjera za
masu ¢elija u reaktoru. Za ove eksperimente, postupak lizisa za sakupljanje proteina vezanog za ¢eliju iz svakog reaktora
bio je identi¢an: 2 1 PBS na sobnoj temperaturi se cirkulira kroz reaktore pri 100 ml/min 5 minuta i zatim se ispusta. Ovaj
postupak pranja radi uklanjanja proteina ponavlja se dva puta. Zatim se recirkulira 1 1 pufera lizisa, iz odjeljka Materijali
1 Postupci, kroz reaktor pri 400-500 ml/min, 37°C, 1 sat. Ovo se ponavlja jos jednom (lizat 1 12) i naredni lizati cirkuliraju
duZe 2 h za lizat 3, 1 4 sata za lizat 4. Postotak proteina uklonjenog u svakom lizatu predstavljen je na Slici 10. Kada se
izraCunavanja proteina konvertiraju na gustocu ¢elija pomocu korelacija predstavljenih u Dodatku 1, elementi ¢vrstog
stati¢kog miksera sadrzali su 3x10° éelija/cm?, dok su elementi mreZe sadrzali 6x10° ¢elija/cm’. Vieruje se da je prethodni
broj reprezentativan za reaktor sa ¢vrstim slojem, posto su sve ¢elije uklonjene tokom lizisa kako je demonstrirano
brisanjem elemenata i posmatranjem obrisanog materijala pod mikroskopom. Medutim, nije uklonjen cjeli debris ¢elija sa
elemenata mreZe kao §to je promatrano pomocu mikroskopa, tako da je posljednji broj nizak prema predvidanjima. Na
bazi reaktora, elementi gaze nose vecu nego 3 koncentraciju od ¢vrstih elemenata. Pod uvjetom da su izraCunavanja
povrsine to¢na, ova razlika u ukupnom proteinu je veca od odnosa povrsina i dokaz je za viseslojni rast ¢elija.

Proizvodnja HAVAg na elementima mreZe statickog miksera

HAV Ag proizvodnja je demonstrirana za reaktor koji koristi elemente mreZe statiCkog miksera. Predmet ovog
eksperimenta je bio da se odredi virusno razmnozavanje koje se dogada na elementima mreze od nerdajuceg celika koji
nose viseslojni rast: ovo nije optimizirani sistem za proizvodnju HAVAg. Za ovaj eksperiment, upotrebljene su potpune
zamjene medija, prije nego raspriivanje medija. GUR profil za ovaj eksperiment prikazan je na S1. 11; GUR-i izraCunati iz
ove slike baziraju se na vrijednostima glukoze dobivenim na dan poslije ponovnog napajanja medija. Celije su inficirane
sa MOI od oko 1 na dan 7. Gustoca ¢elija za MOI izracunavanja odredena je na bazi brzine potrosnje glukoze u vrijeme
infekcije. Kao §to je promatrano sa postupcima kao $to je u Primjeru 9, brzina preuzimanja glukoze je zaravnjena kratko
poslije infekeije 1 poslije toga dolazi do opadanja, §to je u suglasnosti sa infekcijom ¢éelija.

Promatrano opadanje na Slici 10 je okomitije nego ono promatrano sa postupkom iz Primjera 9, 1 vjerojatno je uslijed
uniformnijeg stupnja infekcije (Primjer 9 upotrebljeno MOI od 0.1). Virusni antigen se sakuplja 21 dana poslije infekcije
pomocu lizisa Triton deterdZzentom. Protokol za liziranje ¢elija je iznijet niZe.

Lizat 1: recirkuliranje pufera lizisa kroz staticki mikser 1 sat na 37°C

Lizat 2: recirkuliranje pufera lizisa kroz staticki mikser 1 sat na 37°C

Lizat 3: tretiranje ultrazvukom 1 sat u Branson kupaoni za tretiranje ultrazvukom 0.7 1 pufera lizisa
Lizat 4: zamrzavanje elemenata u 1 1 pufera lizisa 12 sati, rastapanje 1 tretiranje ultrazvukom 1 sat.
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Postotak ukupnog proteina i HAVAg oslobodenih u ovim pranjima je prikazan na Slici 12. Prva dva lizata koji koriste
recirkulaciju su bila veoma efikasna u uklanjanju HAVAg iz ¢elija. Ovaj eksperiment je upotrebljavao samo 2 PBS pranja
prije lizisa, 1 nije bio potpuno efikasan, zbog toga je postotak ukupnog proteina lizata 1 umjetno visok, a onaj kod 2,314
su niski. Jedan sakupljeni uzorak je analiziran za HAVAg pomo¢i EIA prije zamrzavanja. Na osnovu postotaka svakog
lizata odredenih kasnije, ovo je odgovaralo prinosu antigena na povrsinu dvostruko onom iz Primjera 9. Cilj ovog
eksperimenta je realiziran time §to je doslo do virusnog rasta kao $to je pokazano pomoéu HAVAg. Ovaj eksperiment
demonstrira korisnost statickog mikser reaktora sa mrezom za proizvodnju HAV.

Mada je reaktor vjerojatno sakupljen kasno na osnovu GUR profila, prinosi antigena su bili relativno visoki, ukazujuci na
osjetljivost vise slojeva na infekeiju. Podaci takoder pokazuju znac¢aj MOI u proizvodnji HAV; infekcijom pri MOI 1,
izgleda da proces trajanja treba da bude smanjen za vise od jedne nedjelje 1 sakupljen na dan 20. Na osnovu razli¢itih
podataka, vrijeme infekcije 1 MOI su vazne promjenljive za postupak proizvodnje; ovi parametri su vazni u smanjenju
duzine kulture. Eksperimenti rasta ¢elija, pokazuju da inficirane ¢elije nastavljaju da rastu pri istoj brzini sli¢noj
ne-inficiranim ¢elijama, ¢ak za kulture inficirane pri visokim MOI sa CR326F P28 (Slika 13). Ovo je usprkos infekcije 1
temperature do 32°C, temperatura koja je dopustena za rast za ovaj soj virusa. Maksimalna specifi¢na brzina rasta
izragunata iz ovih krivih je 0.015 h™' priblizno polovica brzine rasta neinficiranih éelija na 37°C.

Cinjenica da se éelije ponasaju sliéno tokom prve nedjelie HAV infekcija je vazna u radu reaktora, posto se Zeli da se
postigne najveéa moguca koncentracija ¢elija bez obzira na vrijeme infekcije 1 MOL. Ovaj eskperiment demonstrira da su
optimizacija trajanja rasta ¢elija, trajanje infekcije, 1 MOI isprepleteni.

Cis¢enje elemenata statickog miksera

PoZeljno je da se posjeduje povrsina rasta koja se moZe ponovno upotrijebiti za biolosku proizvodnju, da bi se eliminiralo
odstranjivanje otpada, omogucila automatizacija reaktorskog postupka, i povecala reproduktivnost kulture. Obicno se,
elementi mreZe peru sa destiliranim vodom da bi se uklonile soli medija (500 ml/min 1 sat), stavljaju se u 1 1 5% (tez/zap
NaOH otopine 1 autoklaviraju 45 minuta. Poslije hladenja, elementi se peru sa destiliranom vodom sve dok se ne oslobode
od NaOH (kako je odredeno pomocu pH otopine od pranja). Ovaj postupak je izuzetno efikasan u otklanjanju debrisa
¢elija pomocu mikroskopskog provjeravanja. Smatra se da ¢e biti potrebno mnogo manje neprijatnih tretiranja za
dobivanje ekvivalentnog ¢is¢enja, 1 da je mnogo pogodnije za samo¢i§¢enje proizvodnog reaktora. Elementi mreZze
tretirani ovim postupkom ponovo su upotrebljeni za posljednjih deset ciklusa bez promjene u osobinama rasta ¢elija.
Elementi u gornjoj studiji rasta virusa dobiveni su na ovaj nacin, demonstriraju¢i korisnost upotrebljenih, o¢is¢enih
elemenata za razmnozavanje HAV.

ZAKLIUCCI

Ove studije su pokazale da su elementi statiCkog miksera konstruirani od nerdajuée ¢eli¢ne mreze sposobne da nosi
vi§eslojni rast MRC-5 ¢elija. Pokazano je da su viseslojni elementi-sposobni za Zivot, bez indikacije nekroze. Ispitivanja
infekcije pokazuju da su ovi viseslojni elementi osjetljivi na infekciju hepatitisom A iu

ne-optimiziranom sistemu proizvode antigen u visku od onoga $to se uobicajeno realizira upotrebljavajuci ¢vrste podloge
kao $to suu Primjeru 9. Sa mikronosacem kulture, moze da dode do zgrudnjavanja ¢elija u lose definiranim viseslojevima;
staticki mikser sa mreZom obezbjeduje dobro definirane viseslojen elemente uslijed majstorske geometrije 1 zbog toga
ogranicenja u hranjljivim materijama 1 akumulacija otpada predstavljaju manji problem. Rast ¢elija unutar medusupljina
smjesa zatvara medusupljine 1 stvara zapuSeni uzorak slican onome kod elemenata ¢vrstog sloja. Zbog toga sistem koristi
pogodnosti mjesanja stati¢ke mikser tehnologije 1 dovodi do predvidljive i uniformne ishranjenosti ¢elija. Ovo je u
suprotnosti sa drugim tipovima punjenih reaktora sa slojevima kao §to su nasumice pakirani slojevi od vlakana, pakirani
slojevi od staklenih kuglica, reaktori sa Supljim valnima, ili keramicki monolitni reaktori. U ovim tipovima reaktora rast
¢elija izaziva pogorsanje modela toka medija 1 stvara loSe ishranjene dzepove ¢elija. Ukupno, ponovno upotrebljivi
reaktor koji sadrzi elemente statickog miksera sa mrezom zdruzuje veci potencijal za kultiviranje MRC-5 ¢elija 1
proizvodnju antigena hepatitisa A.

PRIMJER 14 - DODATAK 1

IZVOD

Ukupan protein iz lizata MRC-5 ¢elija je odreden kvantitativno 1 usporeden sa direktnim brojanjem celija (pomocu
hemacitometra 1 upotrebom Coulter Brojaca). Zdrave ¢elije u ranim eksponencijalnim, kasnom eksponencijalnim, i
stacionarnim fazama rasta, kao 1 ¢elije na 1, 2 1 3 nedjelje poslije infekcije pokazuju da se mjerenja ukupnog proteina iz
svake kulture lizata mogu direktno usporediti sa gustoom ¢elija upotrebom jednog nacrta. Ova jednostavna korelacija
obezbjeduje nacine za odredivanje gustoce ¢elija u reaktorima koji nisu primjenljivi za tehnike direktnog brojanja.
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DISKUSIJA
Analiza proteina 1 dobivanje uzorka

Bio-Rad analiza proteina (Cat.# 500-0001) je brza, osjetljiva analiza za kvantitativno odredivanje ukupnog proteina. Rani
eksperimenti su prikazali da se sadasnji pufer lizisa (0.1% Tritona X-100, 10 mM Tris-HC], 0.1 mM MgCl,) ne sukobljava
sa analizom na bazi Coomassie plavog. Radi postojanosti, sva razblazenja, ukljuéujuéi i ona standardnog proteina
(albumin govedeg seruma) nadinjeni su u tritonskom lizis puferu. Cinjenica da su lizati ¢elija tritonom &esto flokulentni u
prirodi pokazuje da uzorci mogu da zahtjevaju dalje tretiranje prije nego sto se analiziraju. Veliki flokulirani talog dovodi
do visokih titara proteina. Medutim, poslije dva ciklusa brzog zamrzavanja (u etanolu na 70°C) 1 rastapanja, veli¢ina
flokuliranog taloga se smanjuje do stupnja kada se dobiva homogena suspenzija. Osim toga, analiziraju¢i nekoliko
razblazenja jednog uzorka, mogu da se javne nebitne toCke koje poti¢u od lose pripremljenog uzorka koje se lako
detektiraju. Uzorci su takoder centrifugirani i upotrebljen je izbistren gornji sloj te¢nosti; ovo tretiranje je obezbjedilo
sli¢ne rezultate ali je smatrano nepotrebnim. Rezultati koji su ovdje prikazani su za lizate ¢elija zamrznute minimum dva
puta 1 dobro mjesanje prije nego $to su analizirani.

Koncentracija proteina kao funkcija gustoce ¢elija

Za jednu standardnu krivu koja dopusta konverziju ukupnog proteina u specifi¢an broj ¢elija, celije kroz postupak mora
da se sastoje od priblizno jednake koli¢ine proteina. Da bi se ovo odredilo, T-boce su inokulirane sa jednakim brojem
¢elija. U odredenim intervalima u postupku, dvije boce su Zrtvovane. Jedna boca je tretirana tripsinom (tripsinizirana) i
¢elije su izbrojane pomoc¢u hemacitometra i Coulter brojaca, dok je druga boca podvrgnuta lizisu deterdzentom, tj., oprana
je dva puta sa 0.3 ml/cm® PBS, lizirana dva puta sa 0.08 ml/cm” bufera za lizis. Ovo je uradeno za kulture u ranoj
eksponencijalnoj fazi rasta, kasnoj eksponencijalnoj fazi rasta, stacionarnoj fazi rasta kao 1 za kulture na 1, 2 1 3 nedjelje
poslije infekeije. Kumulativni rezultati za ove eksperimente prikazani su na Slici 14. Najbolja interpolaciona linija je
opisana jednadzbom: Y(10%) =

-0.09 + 0.42X. Ovaj obracun pokazuje da jedna kriva obezbjeduje nacine za odredivanje broja ¢elija pomocu mjerenja
ukupnog proteina, bez obzira na "stanje" ¢elija.

Celije u ovom eksperimentu su inficirane sa HAV CR326F P28 pri MOI od 1. Na 3 nedjelje poslije infekcije tripsinizacija
je potvrdila ne-efikasnost u sakupljanju ¢elija. Medutim, posto su gustoce ¢elija na 1 12 nedjelje poslije infekcije bile
priblizno jednake, 1 vidljivi lizis ¢elija na 3 izgleda da ne postoji, gustoce celija upotrijebljene za 3 nedjelje, bazirane su na
podacima dobivenim na 2 nedjelje. Slika 14 je ponovo nanijeta, pokazujuci vrijeme za svaku tocku specifi¢nog podatka.
Odredivanjem podataka na 3 nedjelje poslije infekeije, na nagib i prekid krive nije bilo velikog utjecaja (vidjeti Sliku 15).
Upotrebljavajuéi gornju korelaciju, podaci o ukupnom proteinu za nekoliko lizata kulture kao u Primjeru 9, dalo je
prosjetno 490 ng/ml proteina. Ovo se prevodi u priblizno 3,3 x 10’ ¢elija/cm?, i uglavnom je u suglasnosti sa gustoéama
¢elija odredenim upotrebljavajuci hemacitometar u kontrolnim T bocama. Zbrojeno, vjeruje se da ukupan protein iz lizata
¢elija Tritonom obezbjeduje korisnu apsoksimaciju gustoce ¢elija u vrijeme sakupljanja virusa.

PRIMJER 15
Ispitivanje mjeSanja ekstrakcionog stupnja otapalom
Izvod

Tokom preciscavanja hepatitisa A, stupanj ekstrakcije otapalom je bio kritican u uklanjanju jos prisutnih necisto¢a na
PEG pelete stupnju. U cilju da se potpuno razumije 1 kontrolira ovaj stupanj, izvr§ena je serija eksperimenata da bi se
odredili vazni parametri za ekstrakciju otapalom. Identicifirane su dvije klju¢ne promjenljive: trajanje mjesanja i
intenzitet muckanja, $to je odredeno veli¢inom upotrebljenih boca. Odnos zapremina otapala prema vodi nije bio bitan
faktor u toku ispitivanja, niti je bila upotreba mehanicke muckalice kao §to je suprotno ru¢nom muckanju ili vrtlozenju.

Materijali 1 Postupci

Uzorci ponovno suspendiranog PEG taloga su mjesani sa otapalom kloroforma i izo-amil alkohola (24:1 CHCI; : IAA) u
razli¢itim proporcijama od 0.5:1 do 3:1 (odnosi faza otapala prema vodi). Mjesanje je vrieno rucno snaznim muckanjem,
vrtloZzenjem (za epruvete od 15 ml) ili na 3D mehanickoj muckalici (Glas-Col, Terre Haute Ind) pri brzini motora od 100
(sa epruvetama postavljenim horizontalno za epruvete od 15 ml 150 ml). Vremena mjeSanja su se kretala od 20 sekundi do
1 sata.

Poslije mjesanja, uzorci su centrifigirani da bi se odvojile faze. Za epruvete od 50 ml 1 boce od 500 ml upotrijebljen je
Beckman J6-MI centrifugiran sa JS 4,2 osciliraju¢im rotorom pri 3800 opm 10 minuta. Za male epruvete, u pocetku je
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upotrijebljena Dynac II centrifuga pri 1000 opm 5 minuta, zatim za naredne eksperimente, uzorci su prebaceni u epruvete
od 50 ml za centrifugiranje kao gore.

Vodene faze su uklonjene sa staklenom pipetom 1 analizirane pomoéu HFLC po veli¢ini pod slijede¢im uvjetima: dvije
TSK P4000x1 kolone (TosoHaas) u serijama, mobilna faza je bila RCM 8 (takoder navedena 1 kao CM563, koja je 150
mM NaClu 6,2 mM fosfatnog pufera, pH 7.2) na 0.32 ml/min, registrirano na 214 1 260 nm (80 minuta vrijeme proticanja).
Rezultati su izrazeni kao oblasti pika ili odnosi oblasti pika na bazi 214 nm UV absorpcije. Za pocetne eksperimente u
epruvetama od 15 ml, upotrebljena je jedna TSK kolona (vrijeme proticanja 40 minuta). Zatim su upotrebljene dvije
kolone postavljene da bi se dobila bolja rezolucija izmedu pikova za HAP A 1 necistoca.

Eksperimenti su u po¢etku izvedeni u epruvetama od 15 ml na skali od 2-6 ml i uzorci su mjesani rué¢no muckanjem ili
vrtlozenjem. Kada su dobiveni rasijani rezultati iz prvih nekoliko serija mjesanje je izvodeno sa ve¢im zapreminama (u
epruvetama od 50 ml, napunjenim do maksimuma od 24 ml) na mehani¢koj muckalici. Uzorci su takoder uzeti iz boca od
500 ml u toku prerade i proizvodnje serija. Boce su muckane kratko vrijeme (na primjer 20 sekundi). Faze su ostavljene da
se odvoje stajanjem oko 1 minute i uzorci od 600 ul su uklonjeni iz gornje faze. Boca je vracena na muckalicu jo$ jedno
kratko vrijeme, a zatim je ponovo uzorkovano. Oviuzorci su kasnije rotirani u mikro centrifugi 2 minute pri maksimalnoj
brzini.

REZULTATI

1. Vrijeme mjeSanja

Iz preliminarnih eksperimenata malih razmjera u epruvetama od 15 ml, izgledalo je da je vrijeme mjeSanja vaZna
promjenljiva, pri ¢emu je pri produZenom vremenu mjesanja doslo do boljeg uklanjanja necistoca. 1z slike 6, jasno je da je
odnos HepA prema necisto¢ama povecan duzim vremenima mjeSanja. Pored toga, na Slici 20, moZe se vidjeti da se
povrsina pika nefistoca znatno smanjuje sa vremenom mjesanja.

Sa epruvetama od 50 ml, pokazano je da je vrijeme mjesanja bilo krajnje vazno, sa 3 minuta zahtjevanih u ovom primjeru
za najvece uklanjanje necistoc¢a (Slika 20). U ovom slucaju, analiza se izvodi sa tandem kolonama radi bolje rezolucije 1
promatran je samo mali pad povrsine Hep A.

Efekat vremena mjeSanja je takoder proucavan kod boca od 540 ml upotrebljenih u proizvodnji. Uzorci su uzimani svakih
20 sekundi u toku od 2 minuta ukupnog vremena mjesanja. Ovaj eksperiment je izveden sa dva razli¢ita odnosa otapala:
2:1 1 3:1, sto takoder odgovara dvjema razliCitim zapreminama vodene faze u bocama (oko 60 ml 1 90 ml, zapremina
otapala je ostajala konstantnom na 180 ml).

Slika 21 pokazuje da se nivo necistoca smanjuje sa vremenom mjesanja, a da su potpuno uklonjene poslije 1 minuta i 40
sekundi. Vrijeme upotrebljeno u proizvodnji je bilo 2 minuta, $to osigurava znatno uklanjanje neéistoca. Radi jo§
potpunijeg uklanjanja produZava se na 3 minuta. Razlike u zapreminama i odnosima otapala izgleda da imaju malo efekta
u upotrebljenoj oblasti.

Ovaj eksperiment je produzen na duZe vrijeme mjeSanja i u epruvetama od 50 ml i u epruvetama od 15 ml. Slika 22
pokazuje da se eventualno isti stepen ¢istoce postiZze u svim upotrebljenim epruvetama, ali da je potrebno 6-8 minuta u
manjim epruvetama i manje od 2 minuta u bocama za centrifugu od 500 ml. Ove razlike ¢e biti prodiskutirane dalje u
odjeljku 3. U cilju da se odredi da li na virus uti¢e produZzeno muckanje, epruveta od 50 ml se mjesa 1 sat na mehanickoj
muckalici. HPSEC rezultati nisu pokazivali nika-kvo dalje opadanje povrSine pika Hep A i1 EIA rezultati (tabela 1)
pokazuju da je antigenost ista za 1 sat kao 1 za 2 minuta mjesanja. Tok iz postupka iz iste serije pokazuje slicnu EIA
vrijednost. Zbog toga, da bi se osiguralo potpuno uklanjanje nedistoc¢a u proizvodu, minimum vremena mjesanja, kao §to
se vidi iz dijagrama, moze da se produzi bez smanjenja prinosa virusa.

TABELA 1

Efekat produzenog muckanja na Hep A pomocu HPSEC 1 EIA (epruvete od 50 ml)

Duzina mjesanja Odnos Hep A/necistoce EIA (J/ml)

2 minuta 0.74 23,800

1 sat necistoce se ne mogu detektirati 24,500
Procesni tok (2 minuta, boce od 500 ml) 8.6 20,000£16%

2. Odnos zapremine

Odnos zapremina otapala prema vodenoj fazi za jednu ekstrakciju bio je 1.5 za polupogonske serije (mjesano u jednoj
boci sa magnetnom mjesalicom), 1 izmedu 2 1 3 za demonstracione serije (muckanje u bocama od 500 ml). Stoga je ispitan
efekat odnosa zapremina izmedu 0.5 1 3 na Cistocu. Pocetni eksperimenti u malim razmjerima (u epruvetama od 15 ml,
mjesanje | minut) izvrSeni su sa Ceitir razlicite proizvodne SarZe od pocetnog PEG taloga, slika 23 pokazuje da nikakva
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jasna korelacija nije uocena izmedu odnosa otapala i vodene faze i uklanjanja necistoc¢a. Rasipanje rezultata je vjerojatno
zbog promjenljivih u polaznom materijalu i nekonzistentnost muckanja.

Veli¢ina uzorka je povecana u razmjerima do epruveta od 50 ml i mehanicka muckalica je upotrebljena 2 minute sa
epruvetama postavljenim horizontalno. Rezultati su prikazani na Slici 24. Ponovo, iako postoji rasipanje podataka, nema
jasnog trenda na bazi odnosa otapala prema vodi. Ovo je potvrdeno eksperimentima vremena mjesanja u bocama od 500
ml sa 2:113:1 odnosom otapala (slika 21) pokazuju¢i veoma malu razliku u uklanjanju necistoca. Stoga izgleda da odnos
otapala nije vazna promjenljiva, i da povecanje u odnosu otapala nije doprinjelo poveéanoj Cisto¢i koja se vidi kod
postojanih serija.

3. Tip mjesanja i veliina posude

Nikakav trend nije mogao biti uoCen za efekat ru¢nog muckanja prema vrtlozenju u malim (15 ml) epruvetama, posto su
rezultati rasuti za eksperimente iz razli¢itih proizvodnih serija (slika 23). Jedna tocka podatka na slici 19 takoder pokazuje
dobro slaganje izmedu ru¢nog muckanja i vrtloZzenja. U veéim epruvetama, usporedeni su ru¢no muckanje i mehanicko
muckanje. Na slici 25, se moze vidjeti da ru¢no muckanje daje samo malo razli¢ite rezultate od muckalice za istu veliinu
1 punjenje epruveta. Tabela 2 prikazuje rezultate iz eksperimenata u bocama od 500 ml. Iz serije od $est boca, jedna se
mjesa ruc¢no dok su ostale muckane mehanicki. Za svaki tip mjesanja uzet je uzorak i HPLC analiza je pokazala da su
veoma sli¢ni, oba daju visoku ¢istocu, potvrdujuci da tip muckanja nije kriti¢an, ali da je veli¢ina upotrebljene boce
veoma vazna, 1 da su boce od 500 ml bolje od epruveta od 50 ml za isto vrijeme mjesanja na muckalici, ovo je takoder
ilustrirano podacima na slici 22.

TABELA 2

Efekat razli¢itih tipova mjesanja na odnos Hep A/necistoce (2 minuta)

Tip mjesanja Odnos HEP A/necistoce
Mehanicko muckanje 2.47
Rué¢no muckanje 2.69

Takoder je uzet u razmatranje nivo punjenja epruveta. Epruvete od 50 ml napunjene do nivoa od 10.5 ml (otapalo + voda)
daju veoma sli¢ne rezultate sa tipi¢nim punjenjem od 21 ml. sli¢no, boce od 500 ml napunjene sa 240 ili 275 ml pokazuju
ekvivalentne koli¢ine uklanjanja necistoca. (Slika 21). U toku svih eksperimenata mjesanja, epruvete od 15 ml se pune ili
sa 0.13 ili 0.4 od njihovog punog kapaciteta. Za epruvete od 50 ml, vecina je napunjena do 0.53 kapaciteta (sa jednim
eksperimentom pri 0.26), 1 boce od 500 ml su napunjenje izmedu 0.48 1 0.57 od punog kapaciteta. Posto su upotrebljeni
sli¢ni nivoi za tri tipa epruveta i rezultati koji su dobiveni nisu mogli biti dovedeni u vezu sa nivoom punjenja, vjerojatno
nema jak efekat u ovoj oblasti. Vjerojatno je, medutim, da ako su epruvete potpuno napunjene, neée biti gornjeg prostora
1 bit ¢e tesko da se mjesaju. Kao rezultat ovo ¢e smanyjiti efikasnost uklanjanja necistoca.

Jo§ jedan faktor koji se mjenja, a koji moZe da bude vazan je odnos §irine prema visini epruveta: 0.13 za epruvete od 15 ml,
0.26 za epruvete od 50 ml 1 0.58 za boce od 500 ml. Vjerojatno je ve¢i odnos $irine prema visini koristan za mjesanje posto
dobiveni model za muckanje dovodi do pojave veée medupovrsinske oblasti.

Podaci iz ranijih polupogonskih serija sa istom prisutnom neéisto¢om u PEG peletama su takoder ispitani. Cetiri serije je
ekstrahirano sa otapalom 1 minut u jednoj boci snabdjevenoj sa magnetnom mjesalicom ili obrtnom mjesalicom. Otopina
je tada rasporedena u boce za centrifugu radi odvajanja faza centrifugiranjem. Odnos otapala prema vodi je bio 1.5.
Dobiveni odnosi Hep A prema necistocama dostizali su od 0.48 do 2.7. Dodatna polupogonska $arZa ja muckana u
koni¢nim bocama za centrifugu od 250 ml 1 minut sa odnosom otapala prema vodi od 1. Dobiveni odnos ¢istoce (Hep
A/necistoce) je bio 0.87. Svi ovi rezultati se mogu usporediti sa onima dobivenim u epruvetama od 15 ili 50 ml pod
sli¢nim uvjetima, ali su mnogo niZi nego tipi¢ne oblasti od 4 do 21 (za 8 $arZi) dobiveni u demonstracionim serijama punih
razmjera. Ovo je u suglasnosti sa duZim vremenom mje$anja 1 ve¢im bocama upotrebljenim u proizvodnim razmjerima.

Zakljucak

MozZemo zakljuciti iz ovih podataka da je razlika u Cisto¢i izmedu demonstracionih serija punih razmjera i ranijih
polupogonskih serija u tome $to se muckanje vrsi u ve¢im (500 ml) bocama 1 duZe vrijeme (2 minuta prema 1 minuti).
Efekat zapremine je vjerojatno uslijed vece medupovrsinske oblasti koja nastaje od muckanja u ovim bocama. Boce od
500 ml se tipi¢no pune do nivoa manjeg od 300 ml, §to dovodi do velike gornje oblasti koja se napuni u toku mjeSanja, §to
dovodi do znacajne medupovrsinske oblasti otapala/vode/zraka. Vjerojatno je da smanjena medupovrsinska oblast moze
da bude odgovorna za nizu ¢istocu otapalom ekstrahiranog proizvoda dobivenog u malim epruvetama. Medutim, posto je
vrijeme mjesanja vazna promjenljiva, ¢isto¢a u epruvetama od 50 ml eventualno dostiZe isti nivo kao 1 u bocama od 500
ml.

Za ostale promjenljive koje su ispitivanje, odnos otapala prema vodi i tip muckanja, nije nadeno da su vaZzne u ispitivanoj
oblasti.
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PRIMJER 16
Rastvorljivost virusa hepatitisa A

Kao §to je ranije opisano, znatan gubitak hepatitisa a je uocen na bazi HPSEC analize procesnih tokova iz produktivnih
serija. Tokom preci§cavanja je odredeno upotrebljavaju¢i HPSEC kvantitativno odredivanje da se vise od 50% virusa
gubi u toku no¢i izmedu stupnjeva precis¢avanja iono-izmjenjivackom kromatografijom i ekskluzivnom kromatografijom
po veli¢ini. Jednovremeno sa ovim gubitkom bila je pojava taloga koji se uklanja centrifugiranjem.

Postavljena je hipoteza da je talog bio hepatitis A 1 da je taloZenje izazvano visokom ionskom ja¢inom pufera
upotrebljenog za ecluiranje virusa iz iono-izmjenjivacke kolone. U¢injeni su pokusaji da se talog otopi sa vodenom
otopinom natrij klorida 1 natrij fosfata. Na bazi gubitka virusa upotrebljavaju¢i HPSEC kvantitativno odredivanje
koncentracije taloga (stvarno mulj taloga) odredeno je na nekoliko mg/ml, Zalikvoti mulja taloga su pomjesani bolo sa 6
mM natrij fosfata, 0.15 N natrij klorida u 6 mM natrij fosfata, 0.3 N natrij klorida u 6 mM natrij fosfata, 0.5 N natrij
klorida u 6 mM natrij fosfata, ili 1 N natrij klorida u 6 mM natrij fosfata.

Kada se pomjesa ¢ak i sa manjom koli¢inom 6 mM natrij fosfata talog se otapa u toku nekoliko sekundi. Medutim, kada se
pomjesa sa otopinom koja sadrzi natrij klorid nije uo¢ena nikakva velika razlika u izgledu (osim oc¢evidnog razblazenja).
Otopina sirovine za dobivanje otopine sirovine za hepatitis A dobiva se otapanjem 0.35 ml suspenzije sa 5,65 ml 6 mM
natrij fosfata. UoCeno je da je do potpunog otapanja vidljivih Cestica doslo poslije dodatka od samo oko 0.5 ml, natrij
fosfatnog otapala. Uzorci otapala sirovine su pomjesani sa razli¢itim koli¢inama 1 N natrij klorida u 6 mM natrij fosfata da
bi se dostigla ciljana koncentracija od 0.15 N, 0.3 N, ili 0.5 N natrij klorida (Tabela I).

TABELA 16-1
Zapremina otapala Zapremina 1N natrij RazblaZenje antigena Natrij klorid molarnost
sirovine klorida u natrij fosfatu
1.5 27 1.2 15
1.5 .65 1.43 .30
1 1 2 .50

Koncentracije ovih otapala su zatim odredene kvantitativno upotrebljavaju¢i HPSEC, a zatim odredene kvantitativno
dvije nedjelje kasnije pomoéu HPSEC. Ovi podaci su prikazani u Tabeli II 1 nanijeti na Slikama 27 1 28,

Slika 27 prikazuje poCetne koncentracije hepatitisa A izmjerene u otapalu priblizno jedan dan poslije dodatka soli.
Pomoc¢u HPSEC je odredeno da otapalo sirovine ima koncentraciju od oko 100 mog/ml, $to odgovara sa oko 2 mg/ml u
stalozenom mulju. (Koli¢ina hepatitisa A u ovom mulju tada grubo odgovara onom gubitku uocenom u toku proizvodnje.
Posto je uoceno da se talog otapa sa samo malom koli¢inom dodatog fosfatnog otapala, otopljivost u otapalima sa malo
slane otopine je odredena kao veca od ili jednaka sa oko 1 mg/ml). Koncentracija antigena u otapalima koji sadrze natrij
klorid je bila mnogo niZa nego $to odgovara za razblaZenje otopine sirovine sa slanom otopinom. Pored toga, HPSEC
analiza otapala koji sadrZze slano otapalo pokazuje da je agregirani materijal prisutan u velikim proporcijama u onim
otapalima koji sadrZe sol (Tabela II).

TABELA 16-11

HPSEC REZULTATI ZA HEPATITIS A U SLANIM OTAPALIMA

(DAN 1)

Koncentracija natrij klorida Antigen (kao monomer) Agregat: monomer
(Odnos povrsine)

O(otopina sirovine) 106 mog/ml 0

0.15N 64 0.05

0.30 11 0.52

0.50 6.6 0.52

Ovo pokazuje da se hepatitis A agregira i zatim taloZi iz otopine ¢ak pri koncentracijama ispod 50 mog/ml kada je u
slanom otapalu. Slika 27 takoder prikazuje priblizni sastav proizvoda eluiranog iz iono-izmjenjivacke kolone
(predstavljeno kao tocka IEP). Ona je znatno iznad nivoa antigena koja se moZe odrzavati u otapalu ¢ak jedan dan, 1to bez
znatnih izmjena u postupku preci§cavanja, potrebno je da se proizvod razblazi odmah posto je eluiran iz
iono-izmjenjivacke kolone. Da bi se smanjilo razblaZenje na minimum, i da se smanji na minimum zapremina koja ¢e se
zatim nanijeti na preparativnu ekskluzionu kolonu po veli€ini, razblaZenje treba da se dobije sa 6 mM natrij fosfatom da bi
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se odrzala nominalna pH kontrola, dok se smanjuje ionska jacina 1 koncentracija antigena. Odredeno je da jedan prema
jedan razblazenje smanjuje koncentraciju antigena do tocke koja je bila ispod krive na Slici 27 predstavljena pomocu
IEP* na oko 25 mog/ml i 150 mM natrij klorida u fosfatu. Na bazi ovih podataka razblaZivanje je uklju¢eno u postupak
preci§cavanja.

Slika 28 prikazuje koncentracije izmjerene u otapalima opisanim na dan 1 i dan 14. O¢igledno je da su koncentracije
antigena spale u toku vremena izmedu dana 1 1 dana 14, 1 da jedna prema jedan razblaZenja ne razblazuje antigen ispod
krive otopljivosti, ve¢ samo stabilizira otopinu virusa i sluzi da uspori, napad agregacije i taloZenja. Mogucée je da ¢e dalja
optimizacija razblaZzenja dovesti do daljeg poboljsanja prinosa proizvoda.

Najzad, kao provjera da otopina sirovine sadrzi hepatitis A, a ne neki drugi materijal koji ¢e ko-eluirati na HPSEC sa
otapalom sirovine je predmet za SDS-PAGE 1 bojenje srebrom. Kada se usporedi sa SEC proizvodom, jasne su iste trake
Za protein.

PRIMJER 17

VISOKO REZOLUCIONA EKSKLUZIONA KROMATOGRAFIJA PO VELICINI ZA REGISTRACIJU UZORAKA
PRECISCAVANJA HEPATITISA A

Uvod

Razvijen je postupak za karakteriziranje 1 registriranje proizvodne performanse u toku precis¢avanja hepatitisa A.
Analiticka visoko rezoluciona ekskluziona kromatografija po veli¢ini (HPSEC). (High Performance Size Exclusion
Chromatography) sa UV detekcijom na 214 nm 1 260 nm obezbjeduje analizu relativnih koli¢ina virusa hepatitisa A i
klju¢nih nelistoca (agregata, adukta nukleinske kiseline, hepatitisa A 1 660 kDa necistoce) u proizvodnim uzorcima.
Pored toga, HPSEC je upotrijebljena da bi se odredila kvantitativno koncentracija hepatitisa A u uzorcima iz posljednja 3
stupnja preciscavanja (ekstrakcija, ionska izmjena 1 preparativna SEC). Ova analiza je upotrebljena da se registrira
performansa hidrolize BENZONASE i da se obezbjedi otisak profila ne¢isto¢a Hep A na svakom proizvodnom stupnju za
reference poslije toka postupka.

Procesni uzorci hepatitisa A iz 10 proizvodnih serija analizirano je pomoc¢u HPSEC da bi se obezbjedili podaci procesne
performanse za sve stupnjeve precis¢avanja. Podaci iz ovih analiza zajedno sa dodatnom stabilnoscu i studijama
obezbjeduju 1 potvrdu HPSEC analize 1 jasnu indikaciju o konzistentnosti postupka za hepatitis A.

Ovaj Primjer zbraja 1 podatke potvrde HPSEC analize, 1 rezultate analize 10 proizvodnih serija. [zvjestaj je organiziran u
slijedec¢e odjeljke:

ODJELJAK I Instrumentacija 1 kromatografski uvjeti
Opis HPSEC kolone 1 HPLC instrumentacija i
radni uvjeti

ODJELJAK II Analiza 1 kalibracioni postupci
Opis dobivanja kalibracionih standarda 1 postupci analize

ODJELJAK IIT Linearnost, to¢nost i reproduktivnost
statistiCko odredivanje

ODJELJAK IV Analiza rezultata
Prikazan je set kromatograma iz jedne serije, zajedno sa
opisom tipa podataka sakupljenih za svaki proizvodni uzorak
1 preporucen oprezan limit

ODJELJAK V Uvjeti skladistenja uzorka
Proucavanja skladistenja za svaki tip proizvodnog uzorka su
izvrSena da bi se odredila stabilnost na 4-6 C

ODIJELJAK VI Usporedenje EIA 1 HPSEC rezultata

ODJELJAK VII Procesna performantna konzistencija

DODATAK A Rezultati HPSEC analize procesnih uzoraka iz 10 serija
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ODJELJAK I Instrumentacija 1 kromatografski uvjeti

Materijali 1 reagensi

CM 80 (MMD) fosfatno puferirano slano otapalo koje sadrzi 6 mM natrij fosfata 120 mM natrij klorida; pH 7.2
Instrumentacija

(Moze se izvrsiti ekvivalentna zamjena osim sa kolonom)

HPLC Sistem; RAININ Rabbit pumpa opremljena sa 10 ml glavom za pranje soli

Autouredaj za uzimanje uzoraka:
RAININ AI-1 snabdjeven je recirkulacionim hladnjakom za odrZavanje uzorka na
2-6 C

Detektor: RAININ UV-M dvo-kanalni UV detektor

Ak-vizicioni sistem podataka: Dynamax HPLC Method Manager,
Verzija 1.1 radi na Apple Macintosh SE

Kolona: TosoHaas TSK PW4000x1, 7.8 x 300 mm L
HPLC mikroampule - staklo ili poliipropilen.

Kromatografski uvjeti
Kolona: TosoHaas TSK PW4000x1, 7.8 x 300 mm L
Mobilna faza: CM 80 (6 mM natrij fosfata 120 mM natrij klorida, pH 7.2)

Brzina protoka: 0.32 ml/min

Detekcija: UV 214 nm i 260 nm S 1V izlaz detektora
Injekciona zapremina: 50 ul
Vrijeme koje protekne izmedu injekeija: 55 minuta

TSK PW4000x1 kolona

Upotrijebljena kolona je TSK PW4000x1, koja sadrzi podlogu na bazi metakrilata od 5 um. Kalibraciona kriva dobivena
iz polietilen oksidnih (PEO) standarda prikazana je nize. Tockaste linije pokazuju retenciona vremena 3 otopljena
materijala od interesa; hepatitisa A agregata, Hepatitisa A, i 660 kDa kontaminanta. Takoder su tockastim linijama
prikazana retenciona vremena 2 niskih molekulskih tezina hidrofobnih spojeva, vitamina B12 i acetona. Oba jedinjenja su
na desnoj strani kalibracione krive; retencija ovih spojeva pokazuje hidrofobnu prirodu polimerne podloge. Zadrzani
pikovi se vide u nekoliko procesnih uzoraka (vidjeti Sliku 29). Oni se uglavnom eluiraju u blizini pika soli i predpostavlja
se da su spojevi niskih molekulskih teZina.

ODIJELJAK 1II Analiza i kalibracioni postupci

Dobivanje kalibracionih standarda

Kalibraciona krivulja od Sest nivoa upotrebljena je za kvantitativno odredivanje hepatitisa A. Kalibracioni standardi se
dobivaju razblazivanjem precisc¢enog hepatitis A proizvoda. SEC proizvod sa koncentracijom od 12 ug/ml je upotrebljen

kao standard. Sest kalibracionih standarda koji pokrivaju oblast koncentracija od 0.75 do 12 ug/ml dobivaju se
razblazivanjem SEC proizvoda sa CM80 kao §to je prikazano nize.

Kalibrac. Standard Hep A Konc. (ug/mL) ul Hep A uL CM80
1 12 250ul 9854 SECProd 0
2 9 180ul 9854 SECProd 60
3 6 250ul 9854 SECProd 250
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4 3 250uL ®al Stan 3 250
5 1.5 250uL ¥al Stan 4 250
6 0.75 250uL ¥al Stan 5 250

Standardi se dobivaju dodatakom otopine hepatitisa A 1 CMBO direktno u HPLC mikroampule. Kalibraciona krivulja za
hepatitis A dobiva se nanosenjem log hepatitis A oblasti pika prema log koncentraciji. Tipi¢na kalibraciona krivulja je
prikazana na Slici 30.

Log-log transformacija podataka kalibracione krivulje je izvrSena da bi se smanjila zavisnost kalibracione krivulje od
visokih koncentracija kalibracionostandarda. Za kromatografiju bioloskih makromolekula, promjenljiva podataka ima
tendenciju da se povecava kako se koncentrcije povecavaju. Za HPLC kalibracione krivulje, nagib regresione linije se
zato primarno odreduje pomocu najveceg standarda koncentracije, koji je takoder najvarijabilniji.

Dijagrami 13 kalibracionih krivulja za hepatitis A (dobiveni kao §to je opisano gore u toku 2 mjeseca perioda) prikazani
su na slici 31. Na lijevoj strani je linearni dijagram 13 krivulja, a na desnoj strani je log-log transformacija istih 13 krivulja.
Linearni dijagram pokazuje izraZeno "razbuktavanje" krivulja od uobicajenog porijekla, jasno demonstriraju¢i povecanje
varijanti oblasti pika hepatitisa A kako raste koncentracija. Rezultat je varijanta interkrivulje u vrijednostima nagiba.
log-log transformacija ovih kalibracionih krivulja ¢ini varijabilnost (RSD) konstantnom kroz cjelokupnu oblast
koncentracija. Rezultat je smanjena interkrivulja varijacija nagiba, kao $to je prikazano na slici 31B.

Postupci za dobivanje uzorka
A. Proizvodni uzorci hepatitisa A:
Analizirani su proizvodni uzorci iz slijede¢ih stupnjeva:

Filtrirani lizat

Nukleazom tretirani filtrirani lizat
PEG talog ponovno suspendiran
Kloroformon ekstrahirana vodena faza
Proizvod anjonske izmjene
Ekskluzioni proizvod po veli¢ini

SN S

Uzorci filtriranog lizata, nukleazom tretiranog lizata i ekskluzionog proizvoda po veli¢ini ne treba da se razblazuju prije
injekeije. Uzorak PEG taloga ponovo suspendiranog treba da se centrifugira (10,000 x g 5 minuta) da bi se uklonile
preostale Cestice, prije injekcije. Uzorak PEG taloga ponovo suspendiranog razblazuje se 1:4 (zap/zap) sa CM80 prije
injekeije. Klorofrmom ekstrahirana vodena faza i proizvod anjonske izmjene analiziraju se ne-razblaZeni 1 analiziraju se
razblazeni 1:1 (zap/zap) sa CM80 prije injekcije da bi se dobila koncentracija u okviru kalibracione krivulje. Za sve
uzorke, analiza se vr$i u triplikatu 1 rezultati iz tri analize uzimaju se kao prosjecni. Uzorci se skladiSte u auto uredaju za
uzimanje uzoraka na 2-6°C dok se ¢eka injekcija.

Triton se slabo zadrzava na TSK PW4000 x 1 koloni, i dodatni eluat je potreban da ga ukloni. Zbog toga, uzorci koji
sadrZe Triton (filtrirani lizat 1 nukleazom tretiran profiltriran lizat) treba da se podvrgnu injekciji CM80 slijepe probe kako
bi se osiguralo uklanjanje prije injekcije drugih uzoraka. Uzorci mogu da se obraduju obrnutim redoslijedom polaze¢i sa
SEC proizvodom da bi se sprijecilo kasno eluiranje interferentnih pikova.

Postupak analize

1. Injektirati po 50 ul svakog od Sest kalibracionih standarda. Retenciono vrijeme hepatitisa A treba da bude 19.0 +/- 1
minut.

2. Pripremiti uzorke kao sto je gore opisano. Injektira se 50 pl. Svaki uzorak se analizira u triplikatu.

ODJELJAK III Linearnost to¢nost i reproduktivnost

Trinaest kalibracionih krivih koje pokrivaju oblast od 0.75 do 12.0 ug/ml dobivene su na 13 razli¢itih dana u toku
vremenskog perioda od 5 nedjelja. Regresiona jednadZba dobivena za svaku krivu upotrebljena je za izradunavanje
koncentracije svakog od kalibracionih standarda koji obuhvacaju tu krivulju. Rezultati izracunati iz 13 krivulja su
usporedeni sa nominalnim koncentracijama za ovih 6 kalibracionih standarda kao $to je prikazano nize u Tabeli 1.

TABELA 17-1
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Usporedenje izmjerenih prema nominalnim koncentracijama ¢istog
hepatitisa A.Izracunavanje bazirano na regresionoj liniji

NOMINALNE KONCENTRACIJE HEPATITISA A
KALIBRACIONI STANDARDI

10 kalibraciona

krivulja
mm/dd 12ug/ml 9ug/ml 6ug/ml  3ug/ml  1.5ug/ml 0.75ug/ml
Krivulja 1 (10/6) 1191 8.93 6.03 3.03 1.54 0.73
Krivulja 2 (10/7) 11.88 8.88 6.00 3.04 1.52 0.74
Krivulja 3 (10/8) 12.26 8.81 5.95 3.00 1.49 0.76
Krivulja 4 (10/10) 11.97 9.04 6.00 3.04 1.45 0.76
Krivulja 5 (10/13) 11.89 8.97 6.06 3.02 1.52 0.74
Krivulja 6 (10/14) 11.75 9.08 6.07 3.06 1.47 0.75
Krivulja 7 (10/20) 11.94 8.98 5.96 2.98 1.60 0.72
Krivulja 8 (10/21) 11.99 8.95 5.99 3.01 1.53 0.74
Krivulja 9 (10/22) 11.98 8.94 5.90 2.97 1.45 0.70
Krivulja 10 (10/26) 12.08 -9.05 6.00 2.98 1.48 0.76
Krivulja 11 (10/28) 12.01 9.05 6.00 2.95 1.51 0.75
Krivulja 12 (11/18) 11.48 9.23 6.14 3.00 1.52 0.73
Krivulja 13 (12/3) 11.88 8.90 6.10 3.04 1.50 0.74
Prosje¢no 11.92 8.98 6.02 3.01 1.51 0.74
Stan.devijac. 0.17 0.10 0.06 0.03 0.04 0.02
RSD 0.01 0.01 0.01 0.01 0.03 0.03

Izmedu dana reproduktivnost je veoma dobra za svih $est kalibracionih nivoa, sa RSD vrijednostima manjim nego 3%
15 preko cjelokupnog opsega koncentracija. To¢nost je takoder veoma dobra; za 12, 9, 6, 3, 1.5 ug/ml 1 0.75 ug/ml standarda
sve izmjerene koncentracije su bile unutar 5% od nominalne koncentracije.
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Studija oznacavanja pika

Za daljnje odredivanje specifi¢nosti 1 to¢nosti HPSEC analize izvrSen je eksperiment oznacavanja pika.

Anjonski izmjenjivacki proizvod 1 kloroformom ekstrahirana vodena faza se obiljezavaju sa jednakom zapreminom SEC
proizvoda iz iste serije. Rezultati su prikazani u Tabeli 2 niZe. Svi uzorci su analizirani u triplikatu.

TABELA 17-2

Regeneriranje hepatitisa A obiljeZenog u proizvodnim uzorcima

UZORAK Izmjerena koncentracija Teorijska koncentrac. % pika regener.
(ug/ml) (ug/mm)

Kloroformom ekstr.voda 7,27

Anjonski izm. proizvod 8.87

SEC proizvod 5.40

OBILJEZENI UZORCI

Klorofor. ekst.voda 1:1 tez.

1:1 tez/SEC 6.40 6.33 101

Anjonski izm. proizvod
1;1 teZ/SEC 7.18 7.14 101

Za obadva uzorka, potpuno regeneriranje je dobiveno, pokazujuéi specifi¢nost i to¢nost pomo¢u HPSEC odredivanja
koncentracije.

ODJELJAK IV Analiza rezultata
Izvod

Kao serija, HPSEC kromatografmi obezbjeduju sliku postupka preciscavanja hepatitisa A. Usporedivanje filtriranog
lizata prema nukleazom tretiranog lizata obezbjeduje potvrdu aktivnosti BENZONASE. Za ove uzorke, dobiveni su
kromatogrami i na 214 nm i na 260 nm 1 integrirani.

Usporedivanje posljednja 4 proizvodna uzorka, PEG pelete ponovno suspendirane, kloroformom ekstrahirana vodena
faza, anjonski izmjenjivacki proizvod 1 SEC proizvod pokazuju oslobadanje od 2 glavna proizvodna kontaminanta;
agregiranog materijala 660 kDa kontaminanta proteina 660kDa. Izracunavanje postotka povrsine hepatitisa A za ove
uzorke obezbjeduje potvrdu da svaki stupanj postupka funkcionira kao §to je planirano za uklanjanje ovih kontaminanata.
Najzad, HPSEC analiza se upotrebljava za izracunavanje koncentrcije hepatitisa A u finalna 3 stupnja postupka.
Analizirani su pomoéu HPSEC uzorci filtriranog lizata, nukleazom tretiranog lizata, PEG peleta ponovno suspendiranih,
kloroformom ekstrahirane vodene faze, anjonskog izmjenjivackog proizvoda i SEC proizvoda iz 10 serija hepatitisa A
proizvedenog u MMD. Kromatografski profil za svaki uzorak postupka je bio veoma reproduktivan kroz ovih 10 serija.
U ovom odjeljku prikazan je kromatogram za svaki od 6 proizvodnih uzoraka, zajedno sa opisom informacija dobivenih
za svaki uzorak, 1 tipi¢ni rezultati analize u triplikatu.

Filtrirani lizat 1 nukleazom tretirani lizat

Kromatogrami uzoraka filtriranog lizata i nukleazom tretiranog lizata dobiveni su na valnim duZinama od 214 nm 1 260
nm. Za svaki od ovih uzoraka, kromatografski profil dobiven na 214 nm potpuno je razli¢it od profila dobivenog na 260
nm. Komparativna analiza ovih kromatograma odrazava svrhu HPSEC analize ovih uzoraka: da se nade razlika koja se
moZe kvantificirati izmedu filtriranog lizata 1 nukleazom tretiranog lizata koja ¢e pokazivati potpunost hidrolize
BENZONASE. Zbog toga su u ovom odjeljku usporedeni profili filtriranog lizata i nukleazom tretiranog lizata; prvo na
214 nm, a zatim je izvrSeno isto usporedivanje na 260 nm. Predstavljeni su karakteristi¢ni podaci dobiveni za svaki uzorak
kao 1 preporuku za kvantivno odredivanje potpunosti aktivnosti BENZONASE.

Filtrirani lizat 1 nukleazom tretirani lizat na 214 nm
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Kromatogrami filtriranog lizata 1 nukleazom tretiranog lizata na 214 nm prikazni su na slici 32. Na 214 nm, oba uzorka
pokazuju seriju djelomi¢no razdvojenih pikova. Zbog niske rezolucije dobivene za ove uzorke, integracija individualnih
pikova u oblasti hepatitisa A je nemoguca; jedina informacija dobivena iz ovih uzoraka na 214 nm je ukupna UV povrsina
za sve pikove. Rezultati triplikatne analize uzoraka takoder su prikazani na Slici 32. Ova ukupna UV;14 4y, povrSina ne
obuhvaca zadrzani pik na 36 minuta. Ukupna UV, 4, povrsina nukleazom tretiranog uzorka lizata je 15% niZa ne o
uzorka filtriranog lizata kao rezultat hidrolize BENZONASOM; kao vizualno usporedenje 2 kromatograma (Slika 32)
pokazuje gubitak absorpcije u regiji hepatitisa A. Medutim, definirana mjera ove hidrolize nije moguca posto je ukljucena
niska rezolucija pikova. Ukupna UV, 4y povrsina dobivena je za 9 serija, ove vrijednosti su date u Dodatku A. Ove
ukupne UVjy4,, povrsine ne obezbjeduju nikakvu direktnu ili jedinstvenu procesnu performansnu informaciju, njihova
upotreba je bila samo u registriranju stabilnosti uzorka, zato izraCunavanje ukupne UV, povrsine nije potrebno za
rutinsko objavljivanje.

(A) FILTRIRANI LIZAT
Filtrirani lizat Ukupna UV povr§ina 214 nm (uV)
1 27,248,238
2 26,404,744
3 26,782,947
Prosjecno 26,811,976
Stan. Dev. 344,966

(B) NUKLEAZOM TRETIRANI LIZAT

Nukleazom tretirani lizat Ukupna UV povrsSina 214 nm (uV)

1 22,728,263

2 22,841,564

3 22,784,419
Prosjecno 22,784,749
Stan. Dev. 46,256

Filtrirani lizat 1 nukleazom tretirani lizat na 260 nm

Kromatogrami filtriranog lizata i nukleazom tretiranog lizata na 260 nm prikazani su na Slici 33. Na 260 nm filtrirani lizat
pokazuje odredeniji profil, sa do 6 razdvojenih pikova. Prva dva pika, sa retencionim vremenima od 17.2 i 19.1 minuta,
obuhvacaju adukt hepatitis A-nukleinska kiselina 1 hepatitis A. Posto obadva pika imaju neki stupanj nukleinskih kiselina
vezanih sa njima, oni dominiraju 260 nm HPSEC profil.

Usporedivanje uzorka filtriranog lizata sa nukleazom tretiranim lizatom na 260 nm (Slike 33A 133B) obezbjedena je jasna
1 nedvosmislena potvrda aktivnosti BENZONASE. Istaknuti pikovi o€igledni u uzorku filtriranog lizata su potpuno
uklonjeni hidrolizom sa BENZONASON, Slika 33B ne prikazuje nikakve raspoznatljive pikove na 17 1 19 minuta.

Potvrda hidrolize BENZONASOM

Analiza uzoraka filtriranog lizata 1 nukleazom tretiranog lizata iz 9 serija prikazano je nize u Tabeli 17-3. UVag0 um
povrsina za 17 1 19 minuta pikove za ovih uzoraka pokazuje da adicija BENZONASE dovodi od potpunog uklanjanja
ovih pikova za sve ispitivane serije. Zbog toga, za ovaj uzorak preporuceni kriterij za odredivanje aktivnosti
BENZONASE bit ¢e smanjenje 17+19 minuta pika UV 60y U nukleazom tretiranom lizatu na manje od 10% od onog u
filtriranom lizatu.

TABELA 17-3

Smanjenje UVig0mm povrsine pomoéu BENZONASE za 9 serija.

FILTRIRANI NUKLEAZOM TRETIRANI

LIZAT (A) LIZAT (B) PREOSTALI
POVRS. 17+19 min Pikovi POVRSINA 17-19 min Pikovi A260

Serija # (260 nm) (260 nm) (B/A X 100)
984 1,240,987 0 0
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985 947,988 0 0
1047 1,085,719 0 0
102 708,663 0 0
101 831,179 0 0
108 1,060,441 0 0
100 895,005 0 0
139 1,377,974 0 0
236 1,281,608 0 0
Prosjecno = 1,018,495 0 0
Stan Dev = 205,034

SLIKA 33 (A) FILTRIRAM LIZAT

Filtrirani Povrsina 17+ 19 min pikovi (UV) Ukupno UV Povrsina i(UV) 260 nm lizat

1 1,192,597 3,193,055

2 1,259,216 3,034,891

3 1,271,147 3.094.820
Prosjecno 1,240,987 Prosjecno 3,107,589
StanDev 34,562 StanDev 65,198

SLIKA 33 (B) NUKLEAZOM TRETIRANI LIZAT

Nukleazom tretirani lizat Povrsina 17+ 19 min pikova (UV)
1 0
2 0
3 0

Prosje¢no i StanDev =0

Ponovno suspendirani uzorak PEG peleta

Nize u Slici 34 je prikazan kromatogram ponovno suspendiranog uzorka PEG peleta na 214 nm. Karakteristi¢ni profil
ovog uzorka sastoji se od nekoliko djelomic¢no razdvojenih pikova: agregiranog materijala; hepatitis A pik, 660 kDa
kontaminant, drugi kontaminanti niske molekularne teZine 1 pik soli.

Postotak povrsine hepatitisa A izraCunava se za ovaj uzorak (povrsina Hep A pika) ukupna povr§ina pika s 100) ukupna
povrsina ne obuhvaca pik soli. Rezultati za trostruku analizu ponovno suspendiranog uzorka PEG peleta prikazani su nize.
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Ponovmo suspend. PEG pelete: Postotak povrsine Hep A
1 259
27.0
3 274
Prosjecno 26.8
Stan.Dev. 0.7

Tipi¢ni profil za ovaj uzorak ima 660 kDa kontaminant kao glavnu komponentu, sa koli¢inom agregata koji je
najvarijabilnija od komponenata.

Koli¢ina agregata u tipicnoj seriji je nizi od one koja se vidi. Rezultati HPSEC analize ponovno suspendiranih uzoraka
PEG peleta iz 10 serija prikazani su u Tabeli A2 Dodatka A. Vrijednosti postotka povrsine hepatitisa A krecu se od 18.5%
do 32.0%; pri ¢emu su sve bile uspjesno preciséene slijedecim proizvodnim stupnjevima.

Zbog toga nije potreban strog oprezan limit za ovaj uzorak; izvjesne vrijednosti postotka povrsine vece od 18% su
prihvatljive, medutim efekat postojanja nizih vrijednosti postotka povrsine nece biti poznat; sve dok se oni ne susretnu u
postupku za hepatitis A.

Uzorak kloroformom ekstrahirane vodene faze

Kromatogram za uzorak kloroformom ekstrahirane vodene faze prikazan je nize u Primjeru 35. Pik hepatitisa A je glavni
pik u ovom uzorku (iskljucujuci pik soli) i dobro je odvojen od 660 kDa kontaminanta u malim koli¢inama agregata.

Za ovaj uzorak odredena je koncentracija hepatitisa A 1 izraCunat je postotak povrsine hepatitisa A. Izracunavanje
postotka povrSine ne obuhvaca pik soli. Rezultati trostruke analize uzorka kloroformom ekstrahirane vodene faze
prikazani su nize.

Kloroformom ekstr. Koncentracija hepatitisa A Postotak povr. hepa-
vodena faza ug/ml titisa A
1 28.64 61.0
2 29.76 62.8
3 30.65 61.2
Prosjecno 29.68 Prosjecno 61.7
Stan.Dev. 0.82 Stan.Dev. 0.8

Rezultati HPSEC analize uzoraka kloroformom ekstrahirane vodene faze iz 10 serija prikazani su u Tabeli A2 Dodatka A.
Vrijednosti postotka povrsine hepatitisa A za pune serije kretale su se od 60.0 do 72.8%; dvije poluserije su bile znatno
vise, sa vrijednostima postotka povrsine od 79.4 1 odnosno 85.2. Koncentracije hepatitisa su bile varijabilnije, 1 kretale su
se od 14.4 do 29.7 ug/ml. Varijabilnost koncentracija hepatitisa A moZe da bude srodna varijaciji u zapreminama uzoraka
koji teku na gore kroz postojane serije.

Usporedivanje HPSEC profila PEG peleta (Slika 34) prema kloroformom ekstrahirane vodene faze (Slika 35)
obezbjeduje jasnu indikaciju znacaja ovog stupnja na postupak za hepatitis A; ovaj, stupanj selektivno uklanja velike
koli¢ine 660 kDa kontaminanta bez znaCajnog gubitka prinosa hepatitisa a. Mada se 660 kDa kontaminant moZe ukloniti
u dva naredna stupnja kromatografije, u oba slucaja ako je 660 kDa glavna komponenta hranljivih otapala, potrebna je
strategija smanjenja pika $to ¢e dovesti do smanjenja prinosa hepatitisa a. Pored toga obimni eksperimenti za optimizaciju
pokazali su da je efikasnost ekstrakcije dosta osjetljiva na promjene u vremenima mjesanja (vidjeti Primjer 15).
Vrijednost postotka povrsine hepatitisa A za kloroformom ekstrahiranu fazu obezbjeduje kvantitativnu verifikaciju u toku
postupka o uspjesnoj ekstrakeiji i uklanjanju necistoca.

Zbog toga se preporucje oprezan limit vrijednosti postotka povrsine hepatitisa A od >60% za uzorak kloroformom
ekstrahirane vodene faze. Vrijednosti postotka povrSine ispod 60% treba da se smatraju kao potencijalno indikativnim o
procesnim problemima (kao $to su oni sa aparaturama za mjesanje postupka), naro¢ito ako se ovo javlja regularno.
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Proizvod anjonske izmjene

Na slici 36 je prikazan uzorak proizvoda anjonske izmjene. Pik hepatitisa A je glavna komponenta ovog uzorka sa takoder
prisutnim malim koli¢inama agregata, 660 kDa kontaminanta, i contaminanata niske molekulske teZine.

Za ovaj uzorak, odredena je koncentracija hepatitisa A, kao 1 postotak povrSine hepatitisa A, iskljucujuc¢i pik soli 1
zadrzani pik. Rezultati trostruke analize za uzorak proizvoda anjonske izmjene iz Rx2009854 prikazani su niZe.

Proizvod anjonske Koncentracija Postotak povrsine
izmjene hepatitisa A hepatitisa
(ug/ml)
1 31.98 82.8
2 32.63 814
3 32.37 81.6
Prosjecno 32.32 Prosje¢no 81.9
Stan.Dev 0.27  Stan.Dev 0.6

Rezultati HPSEC analize uzorka proizvoda anjonske izmjene iz 10 serija prikazni su u Tabeli A2 Dodatka A. Vrijednosti
postotka povrsine koji su dobiveni krecu se za pune serije od 78.6 do 87.4%, sa vrijednostima za poluserije ve¢im od 90%.
Povecane vrijednosti postotka povrsine nadene za polu-serije nisu iznenadujuce s obzirom na povecanu Cistocu sredstva
7a napajanje.

Vrijednosti koncentracija su se znatno povecale (preko 2 puta) za ove serije; ova varijacija, kao 1 ona posmatrana kod
ekstrakcionog stupnja je vjerojatno uslijed varijacije u uzorkovanju za ove serije.

U postupku za hepatitis A, anjonska izmjenjivacka kromatografija funkcionira kao zavr$ni dotjeruju¢i stupanj; ona
uklanja nesto 660 kDa kontaminanta 1 drugi spojevi niskih molekulskih teZina, ali ¢istoca proizvoda anjonske izmjene
zavisi od ¢istoCe napajanja za ovaj stupanj, ovaj stupanj ne moze da ukloni velike koli¢ine 660 kDa bez gubitka prinosa
uslijed smanjivanja pika. Zato ovaj stupanj ne moze da kompenzira greske u prethodnoj preradi. Tipi¢no postotak
povrsine hepatitisa A se povecava za 10-20% kroz stupanj anjonske izmjenjivacke kromatografije, §to je veca Cistoca
sredstva za napajanje to je veca 1 Cisto¢a dobivenog proizvoda. Za ovaj uzorak preporucuje se da oprezan limit budu
vrijednosti postotka povrsine od >75% sa povecanjem u postotku povrsine od > 10% kroz ovaj stupanj. Kada su oba
kriterija zadovoljena, postupak 1 stupanj anjonske izmjene oba funkcioniraju kao $to je otkriveno. Nemogucnost da se
postigne vrijednost postotak povrsine 75% sama po sebi je moguca za stupanj anjonske izmjene ako prethodni stupnjevi
zataje, nemogucnost da se postigne povecanje postotka povrsine od > 12% vjerojatno ¢e ukazivati na problem u postupku
veoma specifican za stupanj anjonske izmjene, kao §to je stvaranje bregova, disfunkcija ili stvaranje kanala u koloni.

Proizvod ekskluzione kromatografije po veli¢ini (SEC)

Profil SEC proizvoda pokazuje visoko precisc¢eni hepatitis A kao §to je prikazano na Slici 37 za SEC proizvod.
Za ovaj uzorak odreduje se koncentracija hepatitisa A. Rezultati dvostruke analize SEC proizvoda prikazani su niZe.

Analiza uzorka Koncentracija hepatitisa A
(ug/ml)
1 17.34
16.34
Prosjecno 16.84
Stan.Dev. 0.50

Rezultati HPSEC analize SEC proizvoda iz 10 serija prikazani su u Tabeli A2 Dodatka A. Za ovaj uzorak, nisu izraunate
vrijednosti postotka povrSine. Profil prikazan na Slici 37 jasno pokazuje proizvod visoke Cistoce, bez koli¢ina agregata
koje se mogu detektirati i 660 kDa kontaminanta.

Medutim, analiza SEC proizvoda u toku perioda od 60 minuta je pokazala prisustvo malog zadrzanog pika na oko 49
minuta kao $to je prikazano na Slici 38. Veli¢ina ovog pika se mjenja od serije do serije, sa serijom koja je prikazana
(Slika 38) koja ima najvecu koli¢inu posmatranih podataka. Identifikacija ovog zadrzanog pika treba da se izvrsi prije
izraCunavanja vrijednosti postotka povrSine za ovaj uzorak, §to je indikativno za njegovu Cistocu. Dok se vrsi ova
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identifikacija, vrijednosti postotka povrsine za ovaj uzorak ukljucivat ¢e samo pikove izmedu isklju¢enih i obuhvacenih
zapremina (retenciona vremena od 16-32 minuta). Sa ovim restrikcijama, vrijednosti postotaka povrsine za sve ispitivane
serije bile su 100%.

ODJELJAK V Stabilnost uzorka

Uzorci iz postupka su se pokazali stabilnim sve do nekoliko mjeseci kao $to je izmjereno pomocu HPSEC 1 EIA. Mali
gubitci mogu da se uoce na stupnju ionske izmjene, uglavnom manje od 10% u toku perioda od dvije nedjelje. Medutim,
poslije ovog poetnog opadanja, ¢ak su 1 ovi uzorci ostali stabilni. Pored toga, finalni SEC proizvod je stabilan za periode
od jedne godine.

ODJELJAK VI Usporedivanje EIA 1 HPSEC rezultata

EIA 1 HPSEC rezultati dobiveni za 3 uzorka (kloroformom ekstrahiranu vodenu fazu, proizvod anjonske izmjene i SEC
proizvod) iz 11 serija (serije 2 do 12) su usporedeni.

Dijagram log HPSEC koncentracije nanijet prema log EIA koncentracije prikazan je za ova 33 uzorka prikazan je nize na
Slici 45. Interpolaciona regresivna linija za ove podatke ima nagib od 0.88 1 koeficijent korelacije (r) od 0.94. Vrijednost
nagiba priblizava se 1, ar vrijednost od 0.94 ukazuje da veoma dobra korelacija postoji izmedu ove dvije analize, narocito
razmatrajuci inherentnu varijabilnost svakog mjerenja.

ODJELJAK VII Odrzavanje konzistentnosti postupka

HPSEC analiza serija 2 do 14 otkriva veoma stabilan i reproduktivan postupak. Na bazi obimnih HPSEC analiza uzoraka
u toku postupka uzetih iz §arzi proizvedenih pri proizvodnji, postupak preci§¢avanja obezbjeduje odli¢nu reproduktivnost
za odstranjivanje glavnih kontaminanata. Slika 46 obezbjeduje jednu mjeru ovoga, gdje je % povrS§ine monomernog
virusa nanijeta za Sarze. Ova mjera sastava toka za posljednja stupnja preci§cavanja pokazuje veliku konzistentnost kroz
ove Sarze. Serije 10 1 11 koje pokazuju vecu Cistoéu na stupnjevima ekstrakcije 1 anjonske izmjene, su obje serije
polu-veli¢ina.
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PRIMIJER 17; DODATAK A

TABELA 17-A1

Pregled podataka za uzorke lizata i nukleazom tretiranog lizata. Svi uzorci su analizirani u triplikatu, 1 rezultati tri analize
su prosjecni.

UZORCI FILTRIRANOG LIZATA

SERIJA # UKUPNA POVRSINA UKUPNA POVRSINA POVRSINA 17+19m U
(214 nm) (260nm) (260nm)
1 26,811,976 3,107,589 1,240,987
2 22,032,023 2,722,501 947,988
3 24,322,218 2,696,138 1,085,719
4 19,934,657 1,588,166 708,663
5 23,633,378 1,657,484 831,179
6 26,311,501 2,590,678 1,060,441
7 20,336,561 2,225,138 895,005
8 27,019,891 3,195,019 1,377,974
9 25,671,116 2,804,591 1,281,608
Prosjecno = 23,800,264 2,472,839 1,018,495
StdDev = 2,648,361 565,612 205,034

UZORCINUKLEAZOM TRETIRANOG LIZATA

SERIJA # UKUPNA POVRSINA(214nm)  POVRSINA 17+19m U(260nm)

—_

22,784,749 0
21,417,391
22,658,768
17,766,458
17,984,377
23,280,554
17,231,064
23,218,865
21,797,999

NO 0~ N W
OO O OO OO DO

Prosje¢no = 20,904,469
StdDev = 2,491,146
DODATAK A (NASTAVAK)
TABELA 17-A2

Pregled podataka za uzorke ponovno suspendiranih PEG peleta kloroformom ekstrahirane vodene faze, proizvoda
anjonske izmjene 1 SEC proizvoda. Svi uzorci su analizirani u triplikatu, a rezultati tri analize su prosjecni.
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Pon. sus. Kloroformna faza Razb. proizvod SEC proizvod
PEG eks vode anjonske ekstrak

Serija ~ Procent.  Procent Konc. Procent Konc (ug/ml)  Proc. Konc.

# povrSine  povrSine  (ug/ml) povrsine povrsine (ug/ml)

2 29.610.6 64.7+1.7 22.1240.35 80.6+0.1 28.4610.21 100 10.01+0.0
9

3 26.8+0.7 61.7+0.8  29.68+0.82 81.9+0.6 32.32+0.27 100 16.84+0.5
0

4 32.042.3  64.7+0.4 23.7240.01 83.7+0.9 29.12+0.48 100 14.57+0.1
8

5 31.242.6  60.0+0.2 25.89+0.26 78.6+0.3  35.74+0.89 100 18.22+0.7
5

6 259403 67.1+1.3 1590+0.26 82.9+0.3 16.39+0.09 100 7.9610.18

7 29.4409 66.7+1.6  19.10+0.30 84.2+0.3 15.73+£0.26 100 7.80+0.20

8 29.240.7 70.8+1.1 16.40+0.10 87.4+0.5 20.01+0.07 100 9.68+0.12

9 207414  72.843.4 14.3240.28 85.740.5 14.61+0.05 100 8.05+0.01

10 23.740.1  85.2+1.3 10.02+0.06 97.0+0.3  10.24+0.04 100 6.2410.06

11 18.5£0.7 79.4£0.5 7.3240.42  90.5£1.0  8.62+0.10 100 5.2440.00

* pola

vel.

serije

PRIMJER 18

REZULTATI KLIMCKOG ISPITIVANJA

Precisceno cjepivo prema ovom izumu primjenjeno je na zdrave [jude. Nikakvi ozbiljni $tetni efekti koji se mogu pripisati
cjepivu nisu identificirani.

Efikasnost jedne doze od 25 jedinica cjepiva prikazana je kod djece u Monroe-ovoj studiji, rezultati ovoga su publicirani
u Kolovoskom izdanju od 13. kolovoza, 1992 izd. New England Journal of Medicine, /Werzberger i surad., NEJM 327
(no. 7); 453-457, (13. kolovoz 1992)/. Razlike izmedu materijala Monroe-ve studije 1 proizvodnog materijala, od kojih
oba formiraju dio ovog izuma, su rasvjetljene na Slici I, 1 oba su u kontrastu sa studijama faza I/I, materijalom
proizvedenim u kotrljaju¢im bocama i1 sakupljenim pomoc¢u mehanickih nacina, sa prisutnim ograni¢enjima u razmjerima
proizvodnje sadrzanim u ovom postupku. Jedna doza od 25 jedinica (25 ng HAV proteina) precis¢enog preparata virusa
hepatitisa A prema ovom izumu je dovoljna da se postigne preko 95% serokonverzije kod djece 1 adolescenata 2-16
godina u toku 4 nedjelje imunizacije. Ova ista doza obezbjeduje 100% zastite kod djece i adolescenata pocevsi od 21 dan
poslije primjene jedne doze cjepiva.

TeZina i starost su sada identificirani kao odgovorni za varijabilnosti kod odraslih. Za jedan mjesec poslije jedne doze od
25 jedinica, 83% odraslih (= 18 godina) 1 97% djece 1 adolescenata (2 do 17 godina) su serokonvertirali. Dvije doze od 25
jedinica date u razmaku od dva tjedna povecale su brzinu serokonverzije kod odraslih do 93%. Serokonverzija sedam
mjeseci poslije druge ili tre¢e doze od 25 jedinica je veca od 99% serokonverzije kod obje starosne grupe. Postojanost u
seropozitivnosti je oko 100% do 12 mjeseci 1 36 mjeseci u obje starosne grupe. Prema tome, jasno je da je jedna doza od
25 jedinica dovoljna da se postigne serokonverzija kod najmanje 80% bilo koje primajuée populacije u toku jednog
mjeseca imunizacije. Ovi podaci su dati u Tabeli 18-1 (nacin lijeCenja pokazuje dozu od 25 jedinica datu na 0 1 24 tjedna
ili 0, 2, 1 24 tjedna: GMT = geometrijskom srednjem anti-HAV antitijelo titru). Imunizacija sa vecim dozama izaziva
serokonverziju u vec¢em postotku primalaca.

Tabela 18-1
Serokonverzija na prikazanom tjednu poslije

poletne imunizacije

Nacdin
lije¢enja Starost 4 24 28
0& 24 18-29 83% (100/120) 87% (33/38) 100% (24/24)
G MT-responder 21 41 2132

41



HR P931103 A2

0,2,24 18-29 98% (115/118) 100% (33/33) 100% (24/24)
GMT-responder 33 90 4379

0&24 30-89 72% (265/370) 80% (111/138) 100% (71/71)
GMT-responder 22 34 1332

0,2,24 30-89 85% (321/380) 89% (118/132) 100% (75/75)
GMT-responder 28 59 1796

Pored gornjih podataka, nadeno je da je jedna desetina pacijenata (cohorta) seronegativna na 4 nedjelje (ukupno 23
slu¢aja) ponovno su testirani na 24 tjedna i izmamljen je anamnesticki odgovor (> 10-to struko u titru antitijela) na 28
tjedana. Dva pojedinca su pokazivala priblizno §esto-struko povecanje u titru poslije Sest mjeseci od doze. Preostali 21 po
jedinici, 91% pokazivali su serokonverziju 1 anamnesticki odgovor. Prema tome, ovi pojedinci su trajno serokonverteri 1

vjerojatno su zastieni imunizacijom cjepiva prema ovom izumu, ¢ak i kada su jasno seronegativni za produZzeni period
poslije imunizacije.
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PATENTNI ZAHTJEVI

Postupak za proizvodnju virusa hepatitisa A u komercijalnim razmjerima sa vise od 95% ¢istoce s obzirom na protein
prema SDS poliakrilamidnoj gel elektroforezi i analizi bojenjem sa srebrom, naznacen time, $to obuhvaca stupnjeve:

a) kultiviranje virusa hepatitisa A u velikoj kolicini u slojevima ¢elija u statickom povr§inskom reaktoru sa velikom
povrsinom (SSR);

b) uklanjanje virusa hepatitisa A iz slojeva kulture ¢elija pomocu permentacije deterdzenta iz inficiranih slojeva
¢elija, tako da se virus hepatitisa A oslobada iz kulture ¢elija;

¢) optimalno uklanjanje za virus ne-hepatitisa A specifi¢nih nukleinskih kiselina na ovom stupnju iz sakupljenog
virusa hepatitisa A, pomocu tretiranja nukleazom;

d) koncentriranje virusa hepatitisa A uklonjenog iz kulture delija, pomoéu membrana 1 diafiltracijom, ili
vezivanjem pomocu ionske izmjene;

e) uklanjanje za virus ne-hepatitisa A specificnih proteina iz koncentriranog virusa hepatitisa A iz stupnja (b)
kombinacijom organske ekstrakcije PEG taloZenja, ionske izmjene, ukljucujuc¢i uklanjanje kontaminirajuce
slobodne nukleinske kiseline ako nije ranije zavrseno u stupnju c¢),1 stupanj gel permentacione kromatografije; 1

f) regeneriranje preciséenog virusa hepatitisa A iz stupnja (€).

Precisceni virus hepatitisa A, nazna€en time, $to je dobiven postupkom prema zahtjevu 1.

Postupak prema zahtjevu 1, naznacen time, $to stupanj a) obuhvaca inokulaciju virusa A dobivenog iz gornjeg sloja

te¢nosti HAV inficiranog SSR u reaktor ssa statickom povr§inom u kojoj se ¢elije kultiviraju u slojeve ¢elija, 1 medij

kulture konstantno cirkulira kroz reaktor sa statickom povr$inom i otvorom u kojem se postize kontrola reaktora,
saturacija 1 dopunjavanje komponenata kulture.

Postupak prema zahtjevu 1, naznacen time, $to stupanj b) obuhvaca sakupljanje virusa hepatitisa A tretiranjem

slojeva ¢elija inficiranih sa virusom hepatitisa A sa izmedu oko 0.05% do 1% otopine Tritona-X 100 da bi se

oslobodio virus hepatitisa A.

Postupak prema zahtjevu 1, naznacen time, sto stupanj c¢) obuhvaca hidrolizu sa BENZONASOM.

Postupak proizvodnje u komercijalnim razmjerima inaktiviranog cjepiva za virus hepatitisa A, koja je vise nego 95%

pist HAV, na bazi proteina, nazna€en time, $to obuhvaca

a) kultiviranje velike koli¢ine virusa hepatitisa A (HAV) u NUNC CELIJSKIM FABRIKAMA, COSTAR
KOCKAMA ili REAKTORIMA SA STATICKOM POVRSINOM (SSRa), ukljuéujuéi SSR obuhvatajuée
regularne elemente na kojima su ¢elije sposobne da rastu pri visokim gusto¢ama po jedinici zapremine, u kojima
je ustanovljen sloj ¢elija od MRC-5 ¢elija;

b) sakupljanje kultiviranog HAV uklanjanjem medija kulture i dodatkom otopine za sakupljanje koji sadrzi 0.1%
Tritona X-100;

¢) tretiranje sakupljenog HAV sa BENZONASOM da bi se hidrolizirale kontaminiraju¢e nukleinske kiseline;

d) koncentriranje BENZONASOM tretiranog HAV vezivanjem na iono izmjenjivacku kolonu 1 eluiranje vezanog
HAV sa oko 0.35 M NaCl, a zatim taloZenjem sa polietilen glikolom;

e) ponovno suspendiranje HAV staloZzenog sa PEG i ekstrahiranje koncentriranog HAV sa kloroformom/izoamil
alkoholom (24:1 zap/zap) uz snazno mjesanje, 1 odvajanje preostale vodene faze;

f) kromatografiranje vodene faze iz organske ekstrakcije na DEAE TOYOPEARL 650 M anjonskoj
izmjenjivackoj matrici na oko 90 do 150 mM NaCl, i eluiranjem HAV sa gradijentom do oko 1 M NaCl, 1
razblazivanje sakupljenih frakcija HAV do koncentracije soli ispod oko 150 mM i koncentracije HAV ispod oko
20 pg/ml tako da se taloZzenje HAV smanjuje na minimum ili eliminira;

g) sakupljanje frakcija pika HAV iz stupnja f) i kromatografiranje HAV na tandemu ekskluzionih kolona po
veli¢ini od TOYOPEARL HW55S i HW65S;

h) inaktiviranje gel filtriranog HAV tretiranjem sa formalninom pri koncentraciji od 1/1000 pet dana, a zatim
sterilnom filtracijom, absorpcijom sa ili ko-taloZenjem sa aluminij hidroksidom, i raspodjeljivanje u jedini¢ne
doze, ekvivalentne sa 25-100 ng/dozi inaktiviranog preciséenog HAV.

Postupak za prevenciju HAV infekcije, naznafen time, §to obuhvaca imunizaciju sa imunoloski efikasnom

koli¢inom proizvoda prema postupku iz zahtjeva 6.

HAYV vakcina, nazna€en time, $to se proizvodi prema postupku iz zahtjeva 6.
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Postupak za kultiviranje HAV, nazna€en time, $to obuhvaca gajenje HAV u COSTAR KOCKI ili REAKTORU SA
STATICKOM POVRSINOM, opciono ukljuéujuéi regularne mes elemente mreZe od titana ili nerdajuéeg Gelika.
Postupak prema zahtjevu 9, nazna€en time, $to obuhvaca proizvodnju izmedu oko 5,000 1 50,000 doza od 25 ng
inaktiviranog HAV vise od 95% Cistog HAV po dozi cjepiva, iz posude za kulturu sa jednom COSTAR kockom.
Precisceni preparat virusa hepatitisa A, naznacen time, §to je vise od 95% proteina specificno za virus hepatitisa A,
a manje od 7% od mase proteina preparata je ne-HAV nukleinska kiselina ili lipid 1 izmedu oko 0-180% preparata je
ugljeni hidrat koji se sastoji od glukoze.

Preparat prema zahtjevu 11, naznacen time, $to se virus hepatitisa A inaktivira formalinom.

Preparat prema zahtjevu A, naznacen time, $to je formuliran kao 25-100 ng doze HAV na bazi proteina sa oko
100-1000 ug aluminij hidroksid.

Precisceni preparat virusa hepatitisa A, naznacen time, gdje je svaka karakteristika navedena po ug proteinske baze,
a postupak u zagradama je upotrijebljen za odredivanje karakteristika:

a) sadrzaj lipida (plinska kromatografija): <0.1 ug;
b) ugljovodik detektiran kao glukoza: 0.1-2.5 ng;
ne-glukozni ugljeni hidrat <0.1 ug;
(TFA hidroliza, Dionex)

¢) specificni protein za virus hepatitisa A >0.95 ug;
(amino kiselinska analiza 1 "western blot")

d) specifi¢na RNK za virus hepatitisa A 0.1-0.2 pg;
¢) kontaminiraju¢a DNK <0.001 pg.

Preparat prema zahtjevu 14, nazna€en time, $to je virus hepatitisa A i aktiviran formalinom.

Preparat prema zahtjevu 15, nazna€en time, $to je absorbiran na aluminij hidroksid.

Precisceni preparat inaktiviranog virusa hepatitisa A, naznacen time, $to je jedna doza od 25 jedinica, ekvivalent sa
oko 25 ng proteina virusa hepatitisa A na bazi amino kiselinske analize, dovoljno da se postigne 95% ili veca
serokonverzija kod djece i adolescenata 2-16 godina starosti unutar 4 nedjelje od imunizacije.

Preciscen preparat inaktiviranog virusa hepatitisa A, naznacen time, $to je jedna ili tri doze od 25 do 100 jedinica,
ekvivalent sa oko 25 ng do 100 ng virusa hepatitisa A na bazi amoni kiselinske analize dovoljno da se postigne
80-95% serokonverzije kod primajuce populacije unutar 4-28 nedjelja od imunizacije.

Postupak prema zahtjevu 1, nazna€en time, Sto obuhvaca kulturu virusa hepatitisa A u reaktoru sa statickom
povr§inom, i pogodan medij kulture se zamjenjuje i uklanja pri brzini od oko 0.010 i 0.3 ml/cm*/dan.

Postupak prema zahtjevu 1, naznacen time, $to obuhvaca kulturu virusa hepatitisa A u reaktoru sa stacionarnom
povrsinom, 1 medij kulture se mjenja 1 uklanja konstantnom brzinom.

Cjepivo za virus hepatitisa A, naznacen time, Sto ima slijede¢i nominalni sastav po dozi od 25-200 jedinica/0.1-1 ml:
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KOMPONENTA KOLICINA
Natrijum hlorid 900-9000 ug
Aluminijum 50-500 ug
Natrijum tetraborat 38-38 ug
Formaldehid <04 ug
Glukoza (polimer) 0-1000 ng
Protein 25-100 ng
Hloroform <44 ng
HAV RNK 2-20 ng
Ne-glukozni ugljeni hidrat 0-20 ng
Masna kiselina <20 ng
Neomicin <4ng
MRC-5 DNK <0.02 ng
Albumin govedeg seruma < 0.1 ng
BENZONASA <0.0001 ng

22. Cjepivo za virus hepatitisa A, nazna€en time, $to ima slijede¢i nominalni sastav po dozi od 25 jedinica/0.5 ml:

KOMPONENTA KOLICINA
Natrijum hlorid 4,500 g
Aluminijum 250 ug
Natrijum tetraborat 19 ug
Formaldehid <200 ng
Glukoza (polimer) <20 ng
Protein 25 ng
Hloroform <22 ng
HAV RNK Sng
Ne-glukozni ugljeni hidrat <4ng
Masna kiselina <1lng
Neomicin <1lng
MRC-5 DNK < 0.005 ng
Albumin govedeg seruma <0.02 ng
BENZONASA < 0.00002 ng

23. Precisc¢eni preparat inaktiviranog virusa hepatitisa A, naznacen time, $to je jodna doza od 25 jedinica, ekvivalent sa
25 ng proteina virusa hepatitisa A na bazi amino kiselinske analize, dovoljno da se postigne 95% ili veéa zastita kod

djece 1 adolescenata 2-16 godina starosti ve¢ poslije 21 dana poslije imunizacije.

SAZETAK

Kompletan, visoko reproduktivan postupak komercijalnih razmjera za proizvodnju stabilnog virusa hepatitisa A
obuhvaca optimalne uvjete rasta, sakupljanja i1 prec¢i§Cavanja antigena, da bi se dobio >95% Cist HAV na bazi proteina.
Dalji stupnjevi prerade daju inaktiviranu formulaciju HAV cjepiva koje je imunogeno, dobro se podnosi i efikasno je u
zastiti protiv infekeije virulentnim HAV. U proizvodu je odreden sadrzaj proteina, ugljikohidrata, lipida, DNK 1 RNK.
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