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Et vandoplgseliat covalent volysaccharid-exotoxid-
konjugat med en molekvlestgrrelse mellem 140.000 og 4.500.000
palton og ct ribose/protein-forhold mellem 0,25 og 1,00, og som
er i stand til at nroducere T~celle-afhangig antistofreaktion
mod polysaccharid fra H. influenza b, fremstilles ved at blande
et derivatiseret diphtheria- eller tetanustoxoid i en hovedsa-
aelig cyanogen-halogenid-fri oplgsning med et cvanogen~haloge-
nid-aktiveret kapsulart H-influenza-b-polysaccharid-hapten besti-
ende af tilnarmelsesvis akvimolare mangder ribose, ribitol og
phosphat, hvilket polvsaccharid i forvejen er blevet stadrrelses-
reguleret med varme, indtil mere end 60% har fidet en molekvle~
storrelse mellem 200.000 og 2.000.000 Dalton.
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Den foreliggende opfindelse angdr en fremgangsmade
til fremstilling af et vandoplgseligt covalent polysaccharid-
diphtheria-toxoid-konjugat, der er i stand til at frembringe
T-celle-afhazngig antistofreaktion mod polysaccharid fra Hae-
mophilus influenzae b, med en molekylvagt mellem 140.000 og
4.500.000 Dalton og med et ribose/protein-forhold mellem
0,25 og 1,0, og denne fremgangsmdde er ifglge opfindelsen
ejendommelig ved, at man

a) opvarmer et kapsulart polysaccharid af Haemophilus
influenzae b bestdende af tilnzrmelsesvis zkvimolzre mangder
ribose, ribitol og phosphat, indtil mere end 60% af poly-
saccharidet har en molekylvagt mellem 200.000 Dalton og
2.000.000 Dalton,

b) aktiverer det fremkomne storrelsesregulerede poly-
saccharid med cyanogenbromid,

c) fjerner i det vasentlige alt uomsat cyanogenbromid,
og

d) omsztter det aktiverede produkt med et adipinsyre-
hydrazid derivatiseret diphtheriatoxoid.

Opfindelsen angdr ogsd et hapten, i det vasentlige
frit for protein og nucleinsyre, til anvendelse ved den
navnte fremgangsmdde, og dette hapten er ejendommeligt ved,
at det er fremstillet ud fra kapsulart Haemophilus influenzae
b-polysaccharid, best8ende af tilnzrmelsesvis zkvimolere
mengder ribose, ribitol og phosphat, ved opvarmning, indtil
mindre end 20% af polysaccharidet har en molekylvagt under
200.000 Dalton, og mindre end 20% har en molekylvagt over
2.000.000 Dalton med dekstranstandard som reference ved
gelpermeer ingschromatografi.

Polysaccharidet er fortrinsvis til stede som natrium-
salt.

Det aktiverede polysaccharid blandes grundigt med et
exotoxoid, diphtheria-toxoid, til udvirkning af konjugation.
Exotoxoidet derivatiseres ved som afstandsstykke at anvende
en bro pad 4-8 C-atomer, nemlig med adipinsyre-hydrazidderi-
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vatet af diphtheria-toxoid (D-AH). Exotoxoidet er knyttet
til adskillige AH-enheder.

Ved hjzlp af denne metode fds der en konjugatvaccine,
der fremkalder en T-celle-afhengig reaktion mod polysacchari-
det fra Haemophilus influenzae b. ,

Et saddant konjugat er sarlig vardifuldt til anvendelse
ved forebyggelse af Haemophilus-infektioner hos b¢rn og
spadbegrn.

Schneerson et al. omtaler i New Developments with
Human and Veterinary Vaccines, Progr. Clin. Res., 77-94
(1980) fremkaldelsen af forgget immunogenitet af Haemophilus
influenzae (Hib) kapsulart polysaccharid ved subcutan injek-
tion af en saltoplegsning af Hib-polysaccharid covalent bundet
til proteinkonjugater. Der fremstilles adipinsyre-hydrazid-
derivater af albumin, hzmocyanin og diphtheria-toxin.
Schneerson et al. omtaler i artiklen Protein-Polysaccharide
Conjugate Vaccines, side 265-272 (1982) anvendelsen af flere
proteiner, herunder diphtheria-toxin, til fremstilling af
konjugater med forskellige bakterielle kapsulzre polysaccha-
rider til anvendelse som "T-celle-afhangige" antigener til
subcutan saltoplgsningsinjektion i laboratoriedyr. Ca. 85%
af proteinet omdannes til konjugatet, og ca. 30% af poly-
saccharidet bindes i det tomme volumen efter passage af
konjugatet gennem en 4B Sepharose®-s¢jle. Cyanogenbromid-
aktivering af Hib-polysaccharidet og adipinsyre-dihydrazid-
derivatisering af proteinet anvendes.

Schneerson et al. angiver i Bacterial Capsular Poly-
saccharide Conjugates i L. Weinstein og B.N. Fields (ed.),
Seminars in Infections Disease, Vol. 4, Bacterial Vaccines,
New York, 311-321 (1982), en metode til covalent binding af
Hib-kapsulart polysaccharid til proteiner til fore¢gelse af
polysaccharidets immunogenitet. AH-derivater af BSA, HSA,
diphteria-toxin og hazmocyanin anvendes som barerproteiner.

I Journal of Exp. Med. 152, 361-376 (1980) beskrives
en metode til covalent binding af Haemophilus influenzae

type b - kapsulart polysaccharid til flere proteiner, idet
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der anvendes adipinsyre-dihydrazid som afstandsstykke mellem
det kapsulere polysaccharid og bzrerproteinet.

Ifplge de ovennzvnte artikler anvendes der i intet
tilfzlde toxoider, og der er ikke tale om anvendelsen af et
trin til regulering af haptenets molekylvagt, undgdelse af
anvendelsen af calcium, fjernelse af overskud af cyanogen-
halogenid til undgdelse af excessiv tvarbinding og et udbytte
p& 70-100% baseret pa udgangspolysaccharid. Den fra artik-
lerne kendte teknik afviger sdledes vasentligt fra den fore-
liggende opfindelse, s3vel med hensyn til udevelsen deraf
som med hensyn til resultatet.

Schneerson et al. har ifglge Prog. Allergy 33, 144~
178 (1982) undersegt fremstillingen og virkningen af vaccine
sammensat af polysaccharid covalent bundet til et "T-celle-
afhengigt" bzrerprotein. Adipinsyre-hydrazidderivaterne af
diphteria-toxiner eller tetanus-toxoid blev covalent omsat
med cyanogenbromid-behandlet Hib-polysaccharid, og produktet
blev dialyseret, ledt gennem en 4B Sepharose®—s¢jle, steril-
filtreret og opbevaret som en steril saltoplesning.

Chu et al. beskriver i Infection and Immunity, 245-
256 (1983) fremstillingen af konjugater ved kobling af AH-
derivater af Hib-polysaccharider med tetanus-toxoid eller
hzmocyanin. Polysaccharidet aktiveres med CNBr, omszttes
med AH og dialyseres, efterfulgt af gelfiltrering og fryse-
terring. AH-polysaccharidderivatet og proteinet kobles der-
efter. Udbyttet af Hib-tetanus-toxoid-konjugater er 62%,
nir reaktanterne udggr 30 mg/ml.

Forfatterne til de to sidstnavnte artikler omtaler
intet trin til regulering af haptenets molekylvagt og ej
heller undgdelsen af anvendelsen af calcium eller fjernelse
af overskud af cyanogenhalogenid til undgdelse af excessiv
tvaerbinding. Den teknik, der er beskrevet i disse artikler,
afviger sdledes betydeligt fra den foreliggende opfindelse,
sivel med hensyn til udevelsen deraf som med hensyn til det

opndede resultat.
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Der kan sdledes p& basis af den foreliggende opfin-
delse opnds en konjugatvaccine, der er anvendelig til im-
munisering mod sygdommen diphtheria. Virkningsstyrken hos
mennesker af sd&danne konjugater er steorre end den, der er
opndelig med de kendte diphteriaprazparater. Fremgangsméden
giver ved omhyggelig kontrol og fjernelse af overskydende
aktivator et polysaccharidkonjugat opbygget af adskillige
exotoxoidmolekyler knyttet til enkelte polysaccharidmolekyler
forbundet gennem et afstandsstykke og i det vasentlige uden
tverbundne eller polymere derivater. Formlen kan generelt
gengives som PRP-X,, hvor PRP er polysaccharidet, og X er
den toxoide molekyldel, og n er et helt tal under 20, idet
et typisk gennemsnit er 7-8. (Diphtheria-toxoid-konjugatet
omtales her som PRP-D, uden brug af tallet n).

P& tegningen vises immunogeniteten af Haemophilus
influenzae b-kapsulzrt polysaccharid, dvs. anti-PRP-reak-
tionen. Dette so¢jlediagram viser de data, der er opndet
ifglge tabel I til slut i beskrivelsen (fra eksempel 5).

Udviklingen af stabil humoral immunitet kraver gen-
kendelse af fremmedstoffer mod mindst to separate szt lymfo-
cyter. Disse szt er B-lymfocyterne, der er forstadier for
antistof~-dannende celler, og T-lymfocyterne, der modulerer
B-cellernes funktion. Medens nogle antigener, herunder flere
polysaccharider, er i stand til direkte at stimulere B-celler
til produktion af antistoffer (T-uafhezngige antigener),
skal de fleste antigener (T-afhzngige) przsenteres for B-
cellen af en T-lymfocyt. Med hensyn til de her omhandlede
vacciner genkendes den exotoxoide del af vaccinen af T-cel-
lesystemet. Eftersom proteinet bzrer bdde sine egne antigene
determinanter og det covalent bundne hapten, be¢r begge szt
determinanter prazsenteres af T-celler for B-cellerne. Resul-
tatet af indgivelsen af dette barer-hapten-konjugatprazparat
er, at PRP prasenteres som et T-afhe#ngigt immunogen. En T-
afhengig prezsentation af PRP medfgrer protektiv immunitet
hos bgrn og spzdbgrn, den del af befolkningen, der er udsat
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for den storste risiko. Konjugatvaccinen har derfor serlig
verdi til smdbern.

Indgivelse af et sddant konjugat til kvinder medfgrer
en he¢j andel af IgG-antistoffer mod vaccineantigenerne, som
gennentraznger placentabarrieren under svangerskab, og yder
sdledes spadbarnet beskyttelse fra fgdslen.

T-uafhengige antigener fir B-celler til terminalt at
differentiere i antistof-afsondrende celler (plasmaceller),
medens T-afhzngige reaktioner er betydeligt mere komplekse.
Efter modtagelsen af en T-afhangig stimulus indgdr B-cel-
lebestanden ikke blot i antistofproduktionen, men ogsd 1i
proliferation og i modning. Herved fremkommer en stigning 1i
antallet af B-celler, der fremstiller antistoffer mod PRP,
og en forggelse af antallet af B-celler, der er i stand til
at reagere pd en udszttelse nr. 2 for PRP. Gentagen immuni-
sering resulterer 1 yderligere stigninger af antallet af
PRP-specifikke B-celler og derfor hgjere antistoftitere, en
booster-reaktion. Kort sagt, medens T-uafhzngige reaktioner
er begrznset af antallet af reaktionsdygtige B-celler, resul-
terer T-afhzngige reaktioner i en stigning af det samlede
antal antigen-reaktive celler.

Den her omhandlede PRP-exotoxoid-vaccine har vist
sig at fungere som et T-afhazngigt immunogen hos laboratorie-
dyr. Alle dyr i en gruppe af kaniner immuniseret serievis
med en standarddosis PRP-D udviser booster-reaktioner. Des-
uden viser primzre immuniseringer med bzrerproteiner, der
anvendes i konjugatet, f.eks. diphtheria-toxoid til PRP-D,
sig at forege begyndelsesreaktionen p& PRP-komponenten i
PRP-exotoxoid-konjugatet. En lignende forggelse af PRP-reak-
tion iagttages ikke hos dyr, der er prapareret med et exo-
toxoid, der er forskelligt fra det, der anvendes i konjuga-
tet.

Den omhandlede vaccine er et PRP-exotoxoid-hapten-
-bzrer-konjugat. I s&danne vacciner bidrager det antigene,
men svagt immunogene haptenmolekyle (PRP) til en ny antigen-
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specificitet over for starkt immunogene bazrermolekyler,
sdsom diphtheria-(D)-toxoid. |

Det rensede diphtheria-toxoid (D), der anvendes som
bzrer ved fremstillingen, er et i handelen varende exotoxoid,
der er modificeret (derivatiseret) ved tilknytning af et 4-
8-C-atom-afstandsmolekyle, nemlig adipinsyre-dihydrazid
(ADH) , ved hjzlp af vandopleseligt carbodiimid-kondensations-
metoden. Det modificerede exotoxoid, adipinsyre-hydrazidderi-
vatet X-AH, befries derpd for uomsat ADH. Dette er et ople-
seligt produkt, der i det vasentlige er uden tverbinding,
hvilket bekrazftes ved udeblivelse af en vasentlig stigning
i molekylsterrelse, bestemt ved gelchromatografi og poly-
acrylamidgel-elektroforese.

Haemophilus influenzae b's kapsulare polysaccharid
fremstilles ud fra kilder, der f&s i handelen, sdledes som
de anvendes til autoriserede polysaccharidvacciner og fas
hos Connaught Laboratories. Medens polysaccharidet imidlertid
konventionelt er renset som et calciumsalt, skal anvendelsen

“af calciumioner undgds, fordi de griber ind i anvendelsen

af carbonatpuffer ved konjugationsproceduren. Polysacchari-
dets molekylsteorrelse justeres derpd ved opvarmning, til
den ¢nskede dimension for haptenet er ndet. Typisk er op-
varmning af det flydende polysaccharid i 15 minutter ved
100°Cc tilstrzkkeligt til at sikre, at mindre end 20% af
molekylerne har en molekylstorrelse, der er mindre end

200.000 Dalton, og mindre end 20% har en molekylsterrelse

‘p& over 2.000.000 Dalton. Denne tilpasningsoperation er

vigtig for at opnd et rigtigt PRP-D-konjugat.

Det sterrelsesjusterede polysaccharid, der sdledes
fés, aktiveres med en aktivator for at skabe en elektrofil
gruppe pd polysaccharidet, s8som et cyanogenhalogenid eller
natriumborhydrid. En typisk aktivator, der anvendes, er
cyanogenbromid. Uomsat aktivator fjernes fuldstazndigt, fordi
en vasentlig rest bevirker tvarbinding af proteinet i den
folgende reaktionsblanding. Det fremkomne tvazrbundne produkt
indfanger polysaccharid, idet der fas et lavere udbytte af
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vaccine og et konjugat med sterre molekylstorrelse, der
afviger med hensyn til Kkemiske egenskaber og opleselighed
fra det ifplge opfindelsen fremstillede konjugat, og en
vaccine, der ikke har den gnskede andel af den her omhandlede
vaccine.

Det aktiverede PRP og X-AH kombineres derp& og far
lov at reagere i kulden. Nogle af hydrazidgrupperne pa det
derivatiserede exotoxoid reagerer med de aktiverede steder
pd PRP til dannelse af covalente bindinger. Produktet er
PRP-covalent bundet til derivatiseret exotoxoid via en 4-8
Cc-atom-bro. Dette reaktionsprodukt renses ved gelpermeerings-
chromatografi for at fjerne eventuelt uomsat protein og
forureninger med ringe molekylstorrelse. Den typiske mole-
kylsterrelse for hovedfraktionen er ca. 675.000 Dalton i
relation til en dekstranstandard. Et typisk interval for
relativ molekylstgrrelse er 140.000 Dalton til 4.500.000
Dalton.

Ft konserveringsmiddel, sdsom "Thimerosal", tilszttes;
ndr det drejer sig om "Thimerosal", i en slutkoncentration
p4 1:10.000. Hovedkoncentratet filtreres gennem et O0,2um
membranfilter og opbevares koldt.

PRP-exotoxoid-konjugationsproduktet er varmemodstands-
dygtigt og vandoplgseligt. Manglen pd tvarbinding konstateres
ved udeblivelsen af en vasentlig stigning i molekylsterrel-
sen i forhold til udgangspolysaccharidets, bestemt ved gel-
permeeringschromatografi og ved polyacrylamid-gelelektrofo-
rese. Varmestabiliteten sikrer lang lagerholdbarhed og et
stabilt produkt selv under ugunstige klimaforhold.

Reaktionen kan gengives skematisk i to trin:

(1) PRP + CNBr - PRP*

(2) PRP* + nX - PRP(-X)n

Hvis fjernelsen af cyanogenhalogenidet ikke udfegres
effektivt, opstar der foruden konjugationen af det aktiverede
PRP og exotoxoid til dannelse af PRP(-X)n saddanne ugnskede
reaktioner som f.eks. dannelse af X-X eller flere forbundne

derivater, f.eks.



10

15

20

25

30

35

DK 161013 B

PRP* + CNBr - nX + XX PRP X

X—X PRP
En typisk dosis PRP-exotoxoidkonjugatvaccine til

mennesker til subcutan eller intradermal injektion bestar
af 0,5 ml, der indeholder 10 mikrogram ribose eller et til-
nermelsesvis zkvivalent til 40 mikrogram af konjugatproduk-
tet. Der fremstilles ampuloplesninger ved fortynding af
hovedkoncentratet med -phosphatpufret saltvandsoplesning,
idet der anvendes "Thimerosal" som konserveringsmiddel.

Produktet fremkalder antistofdannelse hos mennesker
over for bdde PRP- og exotoxoid-komponenten.

Opfindelsen vil i det fglgende bliver forklaret ved
hjzlp af eksempler.

Eksempel 1

Fremstilling af PRP

A. Organisme. Kapsulzrt polyribosylribitolphosphat
(PRP) af Haemophilus influenza b fremstilles ud fra Eagan-
stammen. Kulturen overferes gentagne gange, og der fremstil-
les lyophiliseret podemateriale. Fra dette lyophiliserede
podemateriale foretages en yderligere overforing for at
fremstille vddarbejdende podemateriale (opbevares v. -60°C).
Der fremstilles garingsanlagportioner af bakterieceller ud
fra det vAdarbejdende podemateriale.

Dyrkningsrenhed bestemmes efter fglgende kriterier:

1. Gram-negative farvekarakteristika.

2. Vazkst pd agar indeholdende NAD (diphosphopyridin-
nucleotid) og hazmin (okse type I krystallinsk
salt af ferrihem).

3. Manglende evne til at gro pa agar uden NAD eller
hemin.

4. Agglutination ved specifikke antisera (type b
Haemophilus influenza b, Hyland Laboratories).

B. Dyrkning og medier. Til subdyrkning af bakterien,

dvs. forud for inokulering af en garingsbeholder, anvendes
BHI-Agar (pr. liter: 37 g BHI Difco, 15 g Bacto Agar Difco,
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0,6 ml 1%'s NAD Sigma~-kvalitet III og 6 ml 0,2%'s hemin
(Sigma-okse, type 1). Celler (20 timer) vasket fra en agar-
overflade anvendes til at inokulere Haemophilus influenza
b (Hib) flydende medie (1 liter alikvote mzngder); disse
kulturer inkuberes under rystning, indtil bakterien ndr den
logaritmiske fase 1 sin vakstcyklus. P& dette tidspunkt
anvendes 2 liter kultur til at inokulere hver 40 liter fly-
dende Hib-medier i en gazringsbeholder, og der tilsattes
300 ml 8%'s "UCON" (Union Carbide smgremiddel). Efter 16-18
timer er kulturen i gzringsbeholderen parat til hest.
Sammensztningen af Hib-flydende medier pr. 1000 ml

Gerekstraktdialysat, Difco 5,0 g
Casaminosyrer, Difco 22,5 g
Natriumphosphat, dibasisk 12,4 g
Dekstrose 5,59 g
Hemin 20,0 g
Ammoniumhydroxid (30%) 0,1534 ml
NAD 1% 0,6 ml

Nir en garingsbeholder hgstes, bestemmes kulturren-
heden ved passende Gram-farvning og dyrkningsteknik (se
A.1-4 ovenfor). Der tilszttes "Cetavlon" (hexadecyltrimethyl-
ammoniumbromid) til kulturen indtil en slutkoncentration
p& 0,1%. Efter 30 minutter, ndr bakterierne er blevet inak-
tiveret, opsamles den faste pasta ved centrifugering. Den
vdde pasta opbevares ved -70°C indtil videre forarbejdning.

C. Renset polysaccharid. Ekstraktion og efterfolgende
rensning af PRP udfgres ved hjzlp af fglgende procedure:

1. Dissociering ud fra detergent.

For hvert g af pastaens vadvaegt tilszttes 10 ml 0,4
moler NaCl. Suspensionen blandes i en blandemaskine, som
f&s i handelen, i 30 sekunder. Blandingen centrifugeres i
15 minutter ved 17.000 G i kulde (4°C). Den ovenpd flydende
vaske opsamles, og der tilsazttes ethanol indtil en koncentra-
tion p& 25%. Dette materiale centrifugeres derpd i 2 timer
ved 17.000 G (4°C), og den ovenpd flydende veske gemmes.
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Der tilsazttes ethanol i et volumen, der er fire gange sd
stort som den ovenpd flydende vaskes, og materialet holdes
natten over ved 4°cC.

2. Fjernelse af nucleinsyrer. 7

Materialet centrifugeres i 5 minutter ved 2800 G
(4°C). Sedimentet opsamles og gensuspenderes i tris-MgSO,-
puffer med en fjerdedel af det volumen, der oprindeligt
anvendtes til at ekstrahere pastaen. Sammensztningen af
Tris-pufferen er som fglger pr. liter destilleret vand:

Tris-hydroxymethylaminomethan (Sigma) 6 g

MgSO4.7 HyO 246 mg

"Thimerosal" (Elanco) 50 mg

pH justeres til 7,0 + 0,2 med koncentreret saltsyre.

Deoxyribonuclease I 1,5 mg (Sigma D-0876) og ribonu-
clease-A 0,75 mg (Sigma type 1-AS, R-5503) pr. 100 g oprin-
delig va&d pasta tilszttes. Materialet anbringes i en dialy-
sepose og inkuberes i 18 timer ved 37°C mod 18 liter tris-
-MgSO,-puffer.

3. Fijernelse af proteiner

Materialet oparbejdes yderligere for at fjerne pro-
teinbestanddele ved, at der tilszttes et lige s& stort volu-
men phenol/acetatoplegsning (135 ml 10%'s (vagt/vol.) natrium-
acetat kombineret med 454 g phenol). Derpd rystes materialet
i 30 minutter (4°C), centrifugeres i 15 minutter ved 17.000
G, og den vandige fase opsamles. Der foretages to yderligere
phenolekstraktioner efterfulgt af dialyse af den sidste
vandige fase mod destilleret wvand.

P& dette statium udger materialet den flydende kap-
sulzre polysaccharidmasse og opbevares ved -20°C, indtil
yderligere oparbejdning finder sted (afsnit D nedenfor).

4. Bedgmmelse af polysaccharidets kvalitet.

Kvaliteten af PRP-massen bedgmmes pad basis af en
analyse af en flydende pre¢ve, der udtages. Der tilszttes 4
volumendele ethanol, derpd CaCl, til en slutkoncentration
pad 0,02 molar, og der udfzldes PRP. PRP sedimenteres ved
centrifugering og terres under vakuum over et terremiddel.
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En termogravimetrisk analyse (TGA) anvendes til bestemmelse
af fugtighedsindholdet. Yderligere analyser beregnes pa
torvagtbasis.

Kriterierne for godkendelse omfatter:

(a) Analyse for ribose (Orcinolmetode) : over 30%.

(b) Analyse for protein (Lowry's metode): under 1%.

(c) Analyse for nucleinsyrer (U.V. absorbens): under
1%.

(d) Feldning med specifikke immunsera (modimmunelek-
troforesemetode) .

Desuden bestemmes molekylsterrelsen ved passende
gelpermeeringschromatografi. Polysaccharidet overvages for
endotoxin ved hjzlp af Limulus-lysatpreve og ved feberfrem-
kaldende preve pad kaniner.

En typisk portion har fglgende karakteristika:

(a) Proteinindhold 0,5%.

(b) Indhold af nucleinsyre 0,35%.

(c) Residualokseantigener: ingen forurening af det
rensede PRP med okse RNA-ase og DNA-ase, der
anvendes til fremstilling af polysaccharidet som
milt ved radioimmunanalyse.

(d) Endotoxinindhold méles ved hjzlp af Limulus amoe-
bocyt/lysat-analyse (LAL): 200 ng/mg PRP.

(e) Kd pa CL—4B-"Sepharose"®: 0,40. En vardi pa 0,30
svarer til en tilnazrmelsesvis molekylvagt pa
1.125.000 i forhold til dekstranstandarder.

D. Fremstilling af polysaccharid(PRP)reagens. Poly-

saccharidet renses slledes som en vaske, men der anvendes
ikke calcium ved rensningsproceduren. (G&ngs polysaccharid-
rensning giver et calciumsalt, men calcium kan kombinere
med carbonatpufferen, der anvendes nedenfor, under konjuga-
tion, s& at der dannes et bundfald).

Polysaccharidets steorrelse justeres ved opvarmning
ved 100°C i et tidsrum, der er proportionalt med graden af
den nedvendige sterrelsesandring. Polysaccharidets stgrrelse
justeres, s& at mindre end 20% eluerer fra en CL-4B "Sepha-
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rose"®-kolonne i mellemrumsvoluminet, og mindre end 20%
eluerer med et Kd pd over 0,5. Hovedfraktionen har en mole-
kylstgrrelse pa 200.000 til 2.000.000 Dalton.

Eksempel 2
Aktivering af PRP

A. Polysaccharidet afkgples p& isbad til 4°C i en
reaktionsbeholder udstyret med magnetisk omregrer. PRP's
begyndelsesvolumen ved en Kkoncentration pad 25 mg/ml (20-30
mg/ml-interval) i destilleret vand noteres. Derpad tilszttes
natriumchlorid til en koncentration p& 0,85%.

B. pH i den fremkomne oplesning af polysaccharidets
natriumsalt heves til 10,5-11,0 ved tilsatning af 1N natrium-
hydroxid. (Dette interval valges, fordi ved lavere pH sker
der mindre reaktion med cyanogenbromid, og ved he¢jere pH
nedbrydes polysaccharidet).

C. Tort cyanogenbromid opleses i 0,005 N natriumbicar-
bonatpuffer med pH 10,5-11,0 og szttes straks (inden for 10
minutter efter fremstillingen) til reaktionsbeholderen i et

- forhold pd 0,4 mg/mg PRP.

20

25

30

35

D. Blandingens pH justeres til og holdes ved 10,5-
11,0 i 6 minutter ved tilsztning af natriumhydroxid.

E. pH sznkes derpd til 6,0 med 1N HCl. (Surt pH stabi-
liserer de aktiverede steder, der er dannet p& polysacchari-
det med cyanogenbromid. Yderligere sznkning af pH resulterer
i hydrolyse af PRP).

G. Der tilszttes et lige s8 stort volumen saltvands-
oplgsning, pH 6,0, i forvejen afkelet til 4°c.

H. Cyanogenbromid/polysaccharidblandingen overfores
til et inddampningsapparat og inddampes til det oprindelige
volumen i trin A.

I. Trin G og H gentages ialt 10 gange. Sdledes fjernes
ca. 99,9% af det uforbrugte cyanogenbromid, medens polysac-
charidkoncentrationen holdes p& 25 mg/ml. Hvis cyanogenbro-
midet ikke fjernes, reagerer det med diphtheria-exotoxoidet,
der anvendes nedenfor.
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Eksempel 3

Fremstilling af D-AH-bzrer
A. I handelen varende diphtheria-exotoxoid (D) i

destilleret vand inddampes til 20-40 mg/ml, typisk 35 mg/ml,
over en membran, der tilbageholder molekyler pd over 10.000
Dalton, i en omrert fordamper med positivt tryk.

B. En te¢r blanding af 8 mg adipinsyre-dihydrazid
(ADH) pr. mg protein og 0,75 mg 1-ethyl-3-(3-dimethylamino-
propyl)carbodiimid (EDAC) pr. mg protein anbringes i en
reaktionsbeholder udstyret med en effektiv omregrer og en
pH-sonde, der tillader overvagning og regulering af pH.

C. Derpi tilszttes diphtheria-exotoxoidet til reak-
tionsbeholderen, sd at forholdet mellem reaktanterne bliver

diphtheria exotoxoid = 35 mg protein/ml

ADH = 8,0 mg/mg protein

EDAC = 0,75 mg/mg protein

(Anvendelsen af acetatpuffer pad tilsaztningen af forst
ADH og derp& EDAC resulterer i et vedvarende fnugget bund-
fald. Reaktanterne har tilstrakkelig pufringskapacitet i
sig selv).

D. pH justeres straks til 4,7 og holdes pd 4,7%0,2 i
mindst 2 timer.

1. Forlgbet af den kemiske reaktion kan fglges pa
pH-kontrollens registrator. Om nedvendigt far
reaktionen lov at forlgbe i mere end 2 timer,
indtil pH har varet stabilt i mindst 15 minutter
(dvs. 15 minutter, uden at det er negdvendigt
at tilsztte HC1l til regulering af pH).

2. Den forbrugte mzngde HC1 noteres som kontrol
af processen.

3. Temperaturzndringer i reaktionsbeholderen over-
vdges ligeledes.

E. Reaktionsproduktet dialyseres ved 4°C mod to &n-
dringer af saltvandsoplésning, et minimum pd 100 volumen-

dele og 8 timer pr. endring.
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F. Produktet dialyseres derpd mod to a&ndringer af
phosphatpufret saltvandsoplgsning, minimumvolumen, tid og
temperatur som i trin E.

G. Produktet (D-AH) inddampes tilbage til 25 mg/ml
protein med et apparat med positivt tryk og en 10.000 mole-
kylvagt-membran.

H. Koncentratet filtreres sterilt (0,2 p) og opbevares
ved 4°c.

Analyse af en preve af en typisk portion af en sddan
D-AH-bzrer viser et forhold pé 38,3 mikrogram ADH/mg D.
Chromatografi af den samme preve viser en Kd-vardi pad CL-4B
"SepharoSe"® p& 0,75, hvilket svarer til en tilnazrmelsesvis

molekylvagt p& 139.000 i forhold til proteinstandarder.

Eksempel 4 ]
Dannelse af det covalente polysaccharid/diphtheria-toxoid-
=konjugat (PRP-D)

A. Diphtheria-toxoid-adipinsyre-hydrazidbzreren (D-
AH) i eksempel 3 behandles ved en koncentration pad 25 mg/ml
med natriumbicarbonat til en koncentration pd 0,5 molar, og
pH justeres til 8,5. (Udtalt lavere saltkoncentrationer
resulterer i dannelsen af en gel i den endelige reaktions-
blanding med aktiveret polysaccharid).

B. I reaktionsbeholderen, der kan tillukkes, tilszttes
en lige si stor mezngde af den vaskede PRP-oplesning, der
blev fremstillet i eksempel 2, og pH skal ligge stabilt pa
8,4-8,6. (Hvis CNBr ikke er fjernet, vil pH hurtigt glide
nedad, og der vil dannes et rigeligt bundfald. Denne reaktion
ihdtraffer, selv ndr der ikke er polysaccharidrtil stede.
Der md ikke forekomme en klar &ndring af reaktanternes fysis-
ke udseende efter kombinationen).

C. Reaktionsblandingen omtumles i 15-18 timer ved 4°C.

D.'Kohjugatet renses ved gelpermeeringschromatografi
pa "Sephacry1"®—300 i ligevagt i phosphatpufret saltvandsbp-
lgsning for at fjerne uomsat protein og materiale med en

molekylstgrrelse under 140.000 Dalton. (Hvis udgangspoly-
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saccharidet har for ringe sterrelse, vil det ikke vare muligt
at adskille konjugatet fra frit protein pd denne made).

E. Prover af det rensede konjugat udtages til kemisk
analyse, der beskrives i det felgende afsnit af det forelig-
gende eksempel.

F. Der tilszttes "Thimerosal" til det rensede kon-
jugat indtil en koncentration pad 1:10.000, og produktet
opbevares ved 4°C, indtil det analyseres.

G. Produktet filtreres 0,2 u sterilt. (Hvis polysac-
charidet ikke er stgrrelsesjusteret som beskrevet i eksempel
1(D), dvs. hvis det er for stort, kan det fremstillede kon-
jugat ikke filtreres).

Analyse
Der udfgres preover pd koncentratmassen i eksempel 4,

og disse giver fglgende resultater:

a) Riboseindhold: 156,5 mikrogram/ml.

(Til beregning af PRP-vardien i eksempel 5 anvendes
en omregningsfaktor p& 2 til udregning af en nominel poly-
saccharidkoncentration baseret pad den empirisk bestemte
ribosekoncentration).

b) Proteinindhold: 330 mikrogram/ml.

c) Ribose/protein-forhold: 0,47 (grznser 0,25-1,0).

d) Chromatografisk analyse bpa "Sepharose"® CL-2B
giver en chromatografisk profil, der viser homogen fordeling
af konjugatmolekyler som en enkelt spids.

e) Kd (polysaccharid): 0,36 med "Sepharose"® Cl-4B,
0,77 med Cl-2B.

Bestemt ved hjzlp af individuel fraktionsriboseanalyse
med hensyn til PRP. En vardi pd 0,36 pd Cl-4B svarer til en
tilnzrmelsesvis molekylstorrelse pd 674.000 i forhold til
dekstranstandarder.

f) Kd (protein): 0,34 med C1-4B, 0,71 med Cl-2B.

Bestemt ved individuel Lowry fraktionsanalyse med
hensyn til protein. Zndringen i diphteria-exotoxoidets Kd-
verdi fra 0,75 til 0,34 p& Cl-4B viser, at proteins konjuga-
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tion med polysaccharid danner et molekyle, der er chromato-
grafisk forskelligt fra begge rématerialer.

g) Frit protein: mindre end 5%.

Frit protein reprazsenterer derivatiseret diphtheria-
bzrerprotein, der ikke er blevet bundet til PRP. Det bestem-
mes ved at sammenligne den mzngde protein, der eluerer i en
diphtheria-exotoxoid-preves stilling i forhold til det totale
eluerede protein. '

h) Endotoxinindhold: 1 ug/ml.

Endotoxin mengdebestemmes ved Limuius Amgbocyt/lysat-
analyse (LAL). Endotoxinindholdet belgber sig til 64 ng pr.
10 pug ribose dosis PRP-D til mennesker.

i) Pyrogenicitet: Koncentratmassen opfylder USA-stan-
darder for ikke-pyrogenicitet, nar dér anvendes en vegtzk-
vivalent (til mennesker) dosis pd 0,15 ug ribose pr. ml pr.
kg legemsvagt af kanin. '

3) Polyacrylamld-gel-elektroforese (PAGE) :

PAGE-analyse foretages for at f& yderligere bevis pa
renhed og covalent binding mellem polysaccharid og protein.
Medens fri bazrer bindes lige over halvvejen i'gels¢jlen,
omtrent ved katalases stilling (molekylvagt 60.000), er
PRP-D-konjugatet ikke i stand til at komme ind i gelen (for
thyroglobulins stilling, molekylvagt 330.000). PRP-D udviser
et enkelt bdnd ved begyndelsen.

k) Cyanogenbromid:

Medens der anvendes cyanogenbromid (CNBr) i de ferste
trin for fremstillingen af et PRP-D-konjugat, udelukkes det
derefter fra produktet. Flere trin i fremgangsmiden bidrager
til reduktion af CNBr-indholdet. Imidlertid fjerner den
endelige rensning af vaccinen ved hjzlp af gelpermeerings-
chromatografi enhver forurening under molekylvagt 100.000.
Denne rensning udelukker forurening med residualspormzngder
af frit CNBr eller dettes nedbrydningsprodukter.

1) Varmestabilitet: En undersegelse af PRP-D-kon-
jugatets varmemodstandsevne foretages. Materialemassen ind-
dampes 40 fold, og der udtages 3 prever pd hver 3 ml. Den
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forste holdes i et 4°C varmt bad i 16 timer, og den tredje
opvarmes i et 100°C varmt vandbad i 30 minutter. Prgverne
udfores med hensyn til protein- og riboseindhold, gelper-
meeringschromatografi med "Sepharose"® Cl1-4B og SDS-polysac-
charid-gelelektroforese (PAGE).

Resultaterne viser ingen afgerende @ndring i ribose-
eller proteinindhold mellem preverne sammenlignet med resul-
taterne af preverne a) og b) ovenfor. De chromatografiske
analyser viser en mindre nedgang i konjugatmaterialets mole-
kylstorrelse, efterhianden som betingelserne geres strengere.
Imidlertid bibeholder materialet efter fraktioneret analyse
af disse prever ved at mdle absorbens ved 254 nm kun én
spids, der falder sammen med polysaccharidspidsen, og der
kommer ingen spidser for frit protein; resultaterne kan sdle-
des sammenlignes med dem for preverne d) og g) ovenfor.
Dette viser, at bindingen mellem proteinet og polysaccharidet
ikke brydes, men nedgangen i molekylstorrelse skyldes bryd-
ningen af bindingerne i det linezre polysaccharid. Dette
pavises yderligere ved sammenligning af PAGE-analyse af
disse prever med resultaterne, der er beskrevet under j)
ovenfor. Frit protein kunne ikke pdvises i nogen af preverne,
selv ikke i narvar af et detergent (natriumdodecylsulfat).
Dette bekrazfter stzrkt den derivatiserede protein/polysac-
charidbindings covalens og dens stabilitet under behandlingen
ved hej temperatur.

Eksempel 5.

PRP-D-immunogenicitetsafpregvning
Dette forseg er udformet for at vise T-celle-afhengig-

heden, som den kommer til udtryk: i bzrerafhezngighed, bazrer-
specificitet, booster-virkning og #ndringen af Ig-klasse.
Dette forsgg udferes i to dele: 1) en indledende forberedel-
sesrzkke pd to injektioner, 2) en pavirkningsrzkke pd to
injektioner.
Materialer:

1. PRP-D koncentratmasse, eksempel 4.

2. Tetanus-toxoid (T).
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3. Diphtheria toxoid (D).
4. H. influenza b kapsulzrt polysaccharid (PRP).
5. PRP/D en blanding af 20 ug PRP (10 upg ribose) og 20
kg D. ]
6. PRP/D-AH, en blanding af 20 pug PRP (10 ug ribose) og
20 ug D-AH.
Fremgangsmade:
Alle immuniseringer indgives subcutant uden hjzlpestof
i voluminer pd 1 ml. Alle doser, der indeholder PRP, justeres
til 10 pg ribose pr. 1 ml dosis. Ukonjugerede exotoxoiddoser
justeres til 20 ug protein pr. 1 ml dosis. En rotationsplan
anvendes med immuniseringer med 14 dages mellemrum. Hver
immunisering efterfelges af en blodaftapning 10 dage senere.

' Allé przparater fortyndes i phosphatpufret saltvandsoples-

ning, der indeholder 0,01% "Thimerosal". Alikvote mzngder
fremstilles som ampuller med 4 doser og opbevares ved -20°c.
I hver gruppe immuniseres tre kaniner.

Serologi:'

Sera analyseres ved hjzlp af fast-fase radioimmunana-
lyse (SPRIA) med hensyn til anti-PRP, anti-D-AH, anti-D og
anti-T som anfeort. Antistofniveauerne mengdeangives i mikro-
gram IgG og IgM pr. ml. '

Protokol: SPRIA

Gruppe Primer Sekundar PRP D-AH D T
1 PRP - PRP +
2 T PRP-D + + + +
3 D PRP~-D + + + +
4 PRP/D PRP/D + +
5  PRP/D-AH PRP/D-AH + +
6  PRP-D PRP-D + + @+

Plan: ' '

Kaniner tappes for blod i forvejen og immuniseres
efter gruppe hver 14. dag. Hver immunisering efterfglges af
en eftertapning af blod 10 dage senere. De fgrste to injek-
tioner foretages med det primere immunogen, medens den tredje
og fjerde injektion foretages med det sekundere immunogen.
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Anti-PRP-reaktion vises pad tegningen. IgG-antistofs
gennemsnitsniveau over for Haemophilus influenza b kapsulart
polysaccharid i de 6 forseggsgrupper kaniner (tre dyr i hver
gruppe) er vist grafisk. Grupperne er i denne figur merket
ifglge ovenstdende protokol. De i forvejen aftappede niveauer
er under 1 pug/ml for alle kaniner og er af hensyn til tyde-
ligheden ikke vist p& tegningen. Angivelsen "PO" (forkortelse
af "Post" i tabel I) refererer til det respons, der fas
efter den med et tal angivne injektion ("PO1l" = respons
efter injektion nr. 1 etc.).

&bne kolonner viser IgG-niveauet efter to efter hin-
anden fplgende injektioner med det primare immunogen. De
udfyldte kolonner viser IgG-niveauerne efter den tredje og
den fjerde injektion, som foretages med de sekundzre eller
pé&virkningsimmunogenerne.

IgG-reaktioner ses kun efter immunisering med PRP-D-
-konjugatvaccinen, jfr. gruppe 2, 3 og 6 pa& tegningen. Pra-
parering af kaninerne i gruppe 3 med diphtheria-toxoid frem-
skynder reaktionen pa PRP-D, medens prazparering med tetanus
toxoid (gruppe 2) ikke har nogen virkning.

De grupper, der er angivet i den folgende tabel I, er
de samme som de, der er angivet i den ovennzvnte protokol.
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Tabel I

ANTI-PRP-RESPONS
Fastfase-radioimmunoafpregvning for IgM og IgG

DK 161013 B

PRP Difteri-toxoid Tetanus-toxoid
1gG* IaM IaG IgM ldaG IgM
Gruppe 1
Pra 0.0# 16 16
Post 1 0.33
+0.58
Post 2 0.8 0
+1.39
Post 3 0]
Post 4 0
Gruppe 2
Praz 0 0 0 0 0.5 0
+0.87
 Post 1 0 0 0 0 25.1 - 113.1
+15.10 $129.54
Post 2 0 0 0 0 112.00 44.60
+0 +36.90
Post 3 4.82 26.3 0 112.00 '8.50
' +2.59 +45.55 0 +0 +14.72
Post 4 36.1 74.57 0 151.60 2.00
+17.43 +28.81 +52.64 +3.46
Gruppe 3 )
Pra 0.2 0 0 27.07 0.8 65.00
+0.35 +46.88 +1.39 £112.58
Post 1 0.2 0 0 0 0.8 0
+0.35 +1.39
Post 2 0 14.6 6.47 0 0.67 0
+25.29  +5.98 +0.59
Post 3 19.4 130.33  10.63 0 0.37 0
+13.4 $89.49 +8.08 +0.65
Post 4 74.2 82.63 29.03 0 1.30 0
+76.73 15.16 $26.59 +2.25
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Tabel I (fortsat
ANTI-PRP-RESPONS

Fastfase-radioimmunoafprevning for IgM og IdG

PRP Difteri-toxoid Tetanus-toxoid
IgG* IgM IgG IgM IgG IgM
Gruppe 4
Pre 0 0] 0 2.77 IG
+18.85
Post 1 0 15.6 2.67 30.87
+27.02 +0.85 *27.14
Post 2 0 0 37.2 26.2
+10.94 $24.30
Post 3 0 0 210.00 19.63
+0 +17.06
Post 4 0 0 298.27 0
+207.70
Gruppe 5
Prz 0 0 IG
Post 1 0 0
Post 2 0 0
Post 3 0 0]
Post 4 0 0
Gruppe 6
Prea 0 0
Post 1 6.23 135.00
+2.56 *81.41
Post 2 54.2 182.00 0.93 0
+14.73 +0 +1.62
Post 3 57.6 182.00 3.05 0
+22.91 +0 +4.31
Post 4 39.6 91.20 5.95 0
+25.17 +0 +8.41

* IgG og IgM udtrykkes som ug antistof pr. ml serum. Alle
verdier er middelvardier og standardfejl.

# Ig-niveauer under sensitiviteten for preven angives med
verdien 0 (overalt).
Hvis der er niveauer hgjere end omrddet for preven, gives
denne en vardi lig den evre graznse for preven.

IG = Ikke gennemfort.
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Patentkravwv

1. Fremgangsmdde til fremstilling af et vandople-
seligt covalent polysaccharid-diphtheria-toxoid-konjugat,
der er i stand til at frembringe T-celle-afhazngig antistof-
reaktion mod polysaccharid fra Haemophilus influenzae b,
med en molekylvagt mellem 140.000 og 4.500.000 Dalton og
med et ribose/protein-forhold mellem 0,25 og 1,0, k e n-
detegnet ved, at man '

a) opvarmer et kapsulart polysaccharid af Haemophilus
influenzae b bestdende af tilnzrmelsesvis zkvimolare mengder
ribose, ribitol og phosphat, indtil mere end 60% af polysac-
charidet har en molekylvagt mellem 200.000 Dalton og
2.000.000 Dalton, 7 7 ,

b) aktiverer det fremkomne stgrrelsesregulerede poly-
saccharid med cyanogenbromid,

c) fjerner i det vasentlige alt uomsat cyanogenbromid,
og

d) omsaztter det aktiverede produkt med et adipinsyre-
-hydrazid-derivatiseret diphtheriatoxoid.

2. Hapten, i det vasentlige frit for protein og nucle-
insyre, til anvendelse ved fremgangsmaden ifglge krav 1,
kendete gnet ved, at det er fremstillet ud fra
kapsulart Haemophilus influenzae b-polysaccharid, bestdende
af tilnszrmelsesvis zkvimolazre mzngder ribose, ribitol og
phosphat, ved opvarmning, indtil mindre end 20% af'polysac-
charidet har en molekylvaegt under 200.000 Dalton, og mindre
end 20% har en molekylvagt over 2.000.000 Dalton med deks-
transtandard som reference ved éelpermeeringschromatografi.

3. Hapten ifelge krav 2, kendete gnet ved,
at polysaccharidet er til stede som natriumsalt.
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