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{54) VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON NICHTPARENTERALEN INAKTIVIMPFSTOFFEN GEGEN VIREN

(57) Das Verfahren zur Herstellung von nichtparenteralen Inaktivimpfstoffen gegen Viren und in
Kombinaten damit gegen pathogene Mikroorganismen ist anwendbar in der technischen
Virologie, Mikrobiclogie und Biochemie, insbesondere im Hinblick auf die Herstellung von
Impfstoffen, interferoninduktoren und speziellen Biopréparaten. Das Ziel ist die Herstellung von
Inaktivimpfstoffen gegen Viren und in Verbindung mit diesen Impfstoffen im weiteren sonstige
auf mikrobieller Basis hergestellte Inaktivimpfstoffe. Nach nichtparenteraler Anwendung dieser
Inaktivimpfstoffe sollen eine kombinierte Ausnutzung der antigenen/immunogenen Wirkung und
-eine Interferoninduktion erreicht werden. Die Aufgabe zur Herstellung hochwertiger
nichtparenteraler Inaktivimpfstoffe wird dadurch geldst, Viren oder in Kombination mit diesen
pathogene Mikroorganismen in ihrem empfindlichen Zentrum gezielt so zu treffen, daR dadurch
ein schonender, aber vélliger Infektiositatsveriust eintritt, die Integritét der entsprechenden Keime
bei weitgehendem Erhalt der nativen Struktur der Antigenproteine bewahrt wird und die
Interferoninduktoren-hierbei besonders geschont werden. Diese gezielte Inaktivierung erfolgt
durch Gammastrahlen, Mikrowellen, thermische Manipulationen oder durch gekoppelte
physikalisch-chemische Methoden bei einem spezifisch eingesteliten Konzentrierungs- und
gegebenenfalls Reinigungsgrad der Viren bzw. Mikroorganismen. Die Anwenrdungsgebiete sind
die Herstellung von Inaktivimpfstoffen und die Praparation sonstiger Biopraparate fiir die Human-
und Veterindrmedizin. e
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Titel der Erfindung

Verfahren zur Herstellung von nichtparenteralen Inaktiv-
impfstoffen gegen Viren

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft die technische Herstellung wvon Inak-
Gtivimpfstoffen gegen Viren zur nichtparenteralen Applikation
und beinhaltet auch spezielle mikrobielle Inaktivimpfstoffe,
Diese Impfstoffe lassen sich technisch einfach mit wenigen
Verfahrensschritten und mit giinstigen Ausbeuten herstellen,
Sie erlauben die Eerstellung von Impfstoffen mit hohen anti-
genen/immunogenen Eigenschaften, die auch bei nichtparente-
raler Applikation eine gute immunogene Wirkung und eine In-
terferoninduktion hervorrufen.

Das Anwendungsgebiet bezieht sich auf Hersfellungsbetriebé
und weitere Institutionen, die Impfstoffe, Interferoninduk-
%toren oder andere spezielle Priparate produzieren,

Charakteristik der bekannten technischen ILdsungen

Eine orale Immunisierung mit lebenden Viren ist wiederholt
beachrieben worden. Bei Einsatz von Lebendimpfstoffen treten
Jjedoch relativ hidufig unerwiinschte Nebenreaktionen auf, Das
g8ilt gleichermaBen auch fiir den Einsatz von Rekombinanten,
atteruierten, dragierten, passiwierten oder modifizierten
lebenden Viren der Influenza-Typen bzw. -Subtypen.
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Inaktivierte Viren als oral applizierte Impfstoffe multen
bisher in sehr hohen Konzentrationen gegeben werden, um 2zu
signifikanten Antikﬁrperkonversidnen in Atemwegsekreten zn
fihren,

Die Ursachen sind in der chemischen Inaktivierung mit bei-
splelsweise Formaldehyd oder RB-FProplolacton zu sehen, die
zu irreversiblen Reakbtionen mit den determinanten Gruppen
-der Antigene und mit den Nukleinsiuren fiihren. Die Struk-
- turverdnderungen der NukleinsZuren reduzieren u.a. zuch de-
ren JTirkung als Interferoninduktoren, Damit haben sich Imp-
fungen mit inakbtivierten, nichtwvermehrungsfihigen Viren auf
nichtparenteralem Wege bisher in praxi nicht durchgesetzt,

Die Herstellung von hochwirksamen nichtparenteralen Inaktiv-
impfstoffen ist im techrnischen MaBstab noch nicht vorge-
nommen worden.

Ziel der Erfindung

Die Erfindung hat zum Ziel, ein Verfahren zu entwickeln,
durch das es mdglich ist, Inzktivimpfstoffe gegen Viren und
in Verbindung mit diesen Impfstoffen im weiteren sonstige
auf mikrobieller Basis hergestellte Inaktivimpfstoffe zu
produzieren, Nach Anwendung der Inaktivimpfstoffe (inak- -
tivierte Viren cder in Verbindung mit inakbtivierten Mikro-
organismen) sollen eine kombinierte Ausnutzung der antige-
nen/immunogenen Wirkung und eine Interferoninduktion erreicht
werden.

Der niitzliche Effekt stellt sich wie folght dar: Im Vergleich
zu konventionellen auf parenteralem Wege zu applizierenden
Vollvirusimpfstoffen kann die mehr oder weniger vorgenommene
hochgradige Reinigung und im Vergleich zu Spalb=- und Sub=-
einheitenimpfstoffen auch noch zusdtzlich die dort erfolgen-
de Spaltung durch Chemikalien oder Enzyme entfallen.

Dartiber hinaus kann sich - wie im Falle von Adsorbatimpf-
stoffen - auch die Verwendung von Adsorbenzien/Adjuvantien
(z.B, Aluminiumverbindungen) eriibrigen. Mit dieser Verfah-
renswelse soll gleichzeitig erreicht werden, daB virale und
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mikrobielle Impfstoffe beliebig kombiniert werden kdnnen
und die Applikation der Impfstoffe sehr einfach (nicht-
parenteral) erfolgen kann. - Im weiteren soll erreicht
werden, daf solche Inaktivierungsbedingungen gewihlt wer-
den, die eine InVegritit der entsprechenden Keime bei weit-
gehendem Erhalt der nativen Strukbtur der entsprechenden An-
tigenproteine zulassen.,

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunds, ein Verfahren zur
Herstellung von Inzktivimpfstoffen gegen Viren und in Kom-
bination damit gegen pathogene Mikroorganismen anzugeben,
so daB auf Grund der besonderen FPriparationsart und -form
dieser Impfstoffe eine bevorzugte nichtparenterale Appli-
kation erfolgen kann, '

Die Aufgabe wird erfindungsgem#f dadurch geldst, daB Viren
oder in Kombination mit diesen pathogene Mikroorganismen in
ihrem empfindlichen Zentrum so gezielt getroffen werden, daB
dadurch ein schonender, aber vdlliger Infektiosititsverlust
eintritt und die entscheidenden Antigenproteine sowie Inter-
feroninduktoren hierbei besonders geschont werden. Das kann
zum Beispiel erfolgen durch Gammastrahlen,.Hikrowellen odexr
entsprechende thermische Manipulationen oder auch durch ge=
koppelte physikalisch-chemische Verfahrensschritte. Der Rei-
nigungs- und Konzentrierungsgrad kann hierbei variabel ein-
gestellt werden,

Die Reihenfolge der Hauptverfahrensschritte 148t sich bei-
spielsweise wie folgt darstelilen:

1. Virusvermehrung

"2+ Geringe Virusanrel srung (Ultrazentrifugation oder
Ultrafiltration)

3. Inaktivierung (ionisierende Strahlung oder/und thermlsche
Behandlung bis mex. 25 °¢)

4. Endpréparation als Impfstoff zur nichtparenteralen
Applikation )



Ausfiihrungsbeispieles

Beispiel 1

Influenzaviren (Stamm A/Brazil/11/78) werden nach der
Standardmethode in fertilen Hiihnereiern vermehrt. Die vi-
rushaltige Allantoisfliissigkeit wird durch Zeatrifugation
bis max. 10 000 g von Zellen und Eibestandteilen befreit.

Die weitere geringe Xonzentrierung wird durch Ultrafiltra-
tion mit einem kommerziellen Gerdt und einer Cellulose-
acetat-Membran mit einer Selektivitdt 87,5 % (gegeniiber
Dextran 110 000) vorgenocmmen, Die Filtrabionsgeschwindig-
keit betrigt bei einem Druck von etwa 0,2 MPa 10 = 50 lim™2e
h-q. Dag Filtrat enthilt keine Viren oder deren Bestand-
teile., Im Konzentrat wird auf eine Anreicherung der Virus-
antigene mit 50 - 80 ug Himagglutinin/ml orientiert. Die
Virusinakbtivierung lauft wie folght ab: Bestrahlungsanlage
RCH Gamma-30, Nuklid Kobalt-60, Gesamtdosis 15 000 Gray,

T 15 °C, - Himagglutiningehalt und Neuraminidaseaktivitidt
-fallen unter diesen spezifischen Bedingungen kaum oder nicht
ab; die Inbegritit der Viren wird ebenfalls erhalten. Dies
wirkt sich positiv auf die Darreichungsform (nichtparenteral)
aus. Die Anwendungsmenge beim jeweiligen Impfling richtet
gich nach der Art und der Konzentration des verwéndeten Impf=-
stoffes,

Beispiel 2

Virushaltige Allantoisfliissigkeit (Stamm B/Singapore/222/79)
wird bei etwa 37 °C 2 bis 5 Tage aufbewahrt., Nach Fest-
stellung der Nichtvermehrungsfihigkeit (gegebenenfalls Ver-
lingerung der Aufbewahrungsdauer) erfolgt eine Felletierung
bel etwa 55 000 g, Beziiglich der Applikation wird wie bei
Beispiel 1 verfahren. . ’



Beispiel 32

Eine Virussuspension (Influenzaviren Typ A - Rekombirnante
NIB-4) mit einem Himagglutiningehalt von etwa 60 pg/ml -
gewonnen durch Pelletierung gemiS8 Beispiel 2 -~ wird in ei-
ner Menge von 20 ml in einem verschlossenen Glasgefil Mikro-
wellenenergie ausgesetzt, Hiérzu dient ein handelsiibliches
Mikrowellengerét (z.B. Philips DX 260; Litton Industries
Modell 402 002). Die Bestrahlungsdauer liegt zwischen 7 bis
14 Sekunden (Frequenz 2450 MHz + 20 MHz, Leistungsabgabe

145 kW), - Eine gewisse Kihlung wihrend der Bestrahlung
kann erfolgen. ~ Sofort nach der Bestrahlung wird herunter-
gekiihlt (4 °C). Nach dem Nachweis der Nichtvermehrungsfihig-
keit der Viren erfolgt die nichtparenterale Applikation ge-
mal Beigpiel 1.



- Erfindungsanspruch
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Verfahren zur Herstellung von nichtparenteralen Inaktiv-
impfstoffen gegen Viren, gekennzeichnet dadurch, da8
solche Impfstoffe erzeugt werden, die eine kombinierte
Ausnutzung der antigenen/immunogenen Wirkung und der
Interferoninduktion bei gleichzeitigem Frhalt der Inte-
gritit der Viren, z.B. Influenzaviren, zulassen, und zwar
auf dem Wegé, daB Virusmaterial in konzentrierter oder
unkonzentrierter bzw. gereinigter oder ungereinigter
Form schonend inaktiviert wird bei weitgehendem Erhalt
der nativen Struktur der entsprechenden Antigenproteine,
und in der Weise, daB das empfindliche Zentrum geziel?l
so getroffen wird, daB8 dadurch ein schonender, aber
vdlliger Infektionsverlust eintritt,und zwar besonders
herbeigefiihrt durch direkte oder indirekte Strahlen-

’wirkung, vorrangig durch ionisierende Strahlung in Form
von Gammastrahlen im Bereich 1 OC0 -~ 25 000 Gray, durch

Eingatz eines fliissigen Mediums (homogene Virussuspen-
szon) bzw, von Virusmaterial mit einem HEO-Antell von
mindestens 0,5 %, unter Nachschaltung einer Ruhephase
fiir die Wasserradikalwirkung sowie unter variablen
Sauerstoffpartialdricken, wobei es zu einer Virusin-
ektivierung, aber nicht zu einer Beeinflussung der
Immunogenitét der wesentlichen Virusbestandteile kommt.

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, dal

im Falle von flﬁssigen Medien bzw. Virusmaterial mit
Wasseranteil die gebildeten Radiolyseprodukte, wis z.B.
e,;q,H" *OH, HO,*, E;0,, H,, ausgenutzt werden.
Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daB
zwischen O - 35 °C oder auch lyophilisiertes oder tief-
gefrorenes Virusmaterial inaktiviert werden kann.
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Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daB die
Fremdsubstanzen aus den ¥Wirtszellen eine Schutzfunktion
bel der Bestrahlung bzw. eine kombinatorische Wirkung
im Impfstoff ausiiben. ’

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurgh, da3
auch Bestrahlungen mit Elektronenstrahlen oder ultra-
violettem Licht zur Inaktivierung vorgenommen werden.

Verfahren nach den Funkten 41 bis 5, gekennzeichnet da=-
durch, daB der Impfstoff so pripariert bzw. eingestellt
wird, daB er in fliissiger oder fester Form, z.B, Kapsel,
Dragee oder Tablette oder als Spray bzw. Aerosol nicht-
parenteral zur ein- oder mehrmaligen alleinigen Immuni-
sierung oder in Kombinatiom mit"anderen Vakzinierungen
gegeben wird.

Verfahren nach Punkt 6, gekennzeichnet dadurch, daB nach
der alleinigen oder kombinierten Applikation des inakti-
vierten Impfstoffes beim Menschen eine belastungsfihige
Inmunitdt gegen den oder die zur Priparation des Impf-
stoffes verwendeten humanen Virionen, z,.,B. Influenza-
sté&mme, nachweisbar ist.

Verfahren nach den Punkten 1 bis 5, gekennzeichnet da=-
durch, daB diese Verfahrensweise auch auf mikrobielle
Inaktivimpfstoffe iibertragen werden kann.
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