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(567)Gebiet: Technische Virologie, inshesondere Impfstoffproduktion. Das Ziel ist die Entwicklung

eines Verfahrens, durch das es moeglich ist - ohne wesentliche Veraenderung der Verfahrensweise fuer die

Hersteliung von ueblichen Influenzavellvirusimpfstoffen-, die entscheidenden Oberflaechenantigene der jeweils zum Einsatz
gelangenden Influenzaviren zu solubilisieren und durch Abtrennung dér unloeslichen Phase gleichzeitig einen
entscheidenden Reinigungseffekt durch die Beseitigung nicht notwendiger Ballaststoffe zu erreichen.Influenzaviren der
entsprechenden Typen werden lediglich durch Zugabe von Natriumdesoxycholat als einzigem zusaetzlichen Hilfsstoff und

sonst ohne Veraenderung der Milieubedingungen behandelt,dann erfolgt eine Separation in eine loestiche und eine

unloesliche Phase.Die unioesliche Phase enthaelt die wesentlichen Ballaststoffe. Die loesliche Phase, die vorrangig die
Oberflaechenantigene Haemagglutinin und Neuraminidase enthaelt, wird zu Impfstoff verarbeitet.Moegliche

Anwendungsgebiete: Grippeimstoffproduktion, besonders fuer die Anwendung bei Risikopersonen und Kindern.

10 Seiten



“1- 226778

- Verfahren zur Herstellﬁng eines ballaststoffarmen inakti-
vierten Influenzaimpfstoffes

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft die technische Herstellung'von
ballaststoffarmen inaktivierten Influenzaimpfstoffen auf
dem Wege der Solubilisierung der Oberflichenantigene Ham-
agglutinin und Neuraminidase von Influenzaviren durch ein-:
fache Behandlung mit Natriumdesoxycholat ohne wesentliche
Verénderung der konventionellen technologischen und Sub-
stratbedingungen. Auf Grund der spezifischen Ballaststoff-
armut dieser Impfstoffe, die durch die gezielte Solubili-
sierung der Oberflachenantigene erreicht wird, entstehen
Impfstoffe, die besonders auch fiir Risikopersonen bzw. fiir
eine Anwendung im Kindesalter bedeutsam sind. -

Das Gebiet der technischen Anwendung bezieht sich auf Be-
triebe, die entsprechende Impfstoffe oder artverwandte Pra-
parate fir die Human~ oder auch Veterindrmedizin produzieren.
Zusdtzlich ist die Anwendung einfilihrbar in Finrichtungen,
- die Antigene bzw. Préparate fir die routineméfiige Dia-

" gnostik und die Analytik herstellen. Auch ist diese Ver-
fahrensweise einfihrbar in der angewandten Forschung und
Entwicklung, wo ballaststoffarme Priparate bendtigt werden.

Charakteristik der bekannten technischen Ldsungen

.Lbsungen.zur'Virusspaltung mit chemischen bzw. physiko-
chemischen (z. B. mit Detergenzien) oder biochemischen
(z. B. mit Enzymen) Mitteln zum Zwecke der Herstellung
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von Spalt- bzw. Subeinheitenimpfstoffen oder von spe-

~ ziellen Antigenpriperationen sind zwar bekannt, jedoch = -
‘haben sie z. B. den Nachteil, daB mit relativ hohen Deter-
genz-Konzentrationen, langen Verweil- bzw. Herstellungs-
zeiten, zum Teil geringen Ausbeuten unter Zerstorung der
Antigenstrukturen gearbeitet wird und diese auch nicht auf
alle Influenzavirusstidmme iibertragbar sind. Im KFalle der
Anwendung von freien Enzymen sind eine betrdchtliche Hydro-
lyse und auch ein ﬁbergang der EnZymproteine in das Antigen-
endprodukt nicht zu vermeiden.

Fir den speziellen Einsatz von Natriumdesoxycholat oder
Ammoniumdesoxycholat existieren ILdsungswege oder sind Ver-
fahrensvarianten beschrieben, die aber mehr oder weniger
die Nachteile der oben beschriebenen Art besitzen. So wurde
beispielsweise schon 1969 Desoxycholat-Spaltimpfsteff in
Ahustralien hergestellt (Bull. WHO 41, 6%9 (1969))0 Influ-
‘enzavirushaltige Allaﬁtoisflﬁssigkeit wurde konzentriert,
mit 0,05 % HCHO inaktiviert, Natriumdesoxycholat bis zur
Endkonzenbration von 1 % zugefiigt und bei 37 °¢ %0 min be-
handelt. Nach niedertouriger Zentrifugation zur Entfernung
dér Aggregate wurde 3 Tage bis zu elner Devergenzkonzen-—
tration von weniger als 4100 ppm dialysiert. Oder in einenm
anderen Beispiel kamen auf 2 ml Virussuspension 0,5 ml

5 %ige Natriumdesoxycholatldsung (J. Immunology 95, 596
(1966))0 '

. Die Orientierung auf eine gezielte Solubilisierung der
Oberflichenantigene Himagglutinin und Neuraminidase von

. Influenzaviren unteér Einsatz von Natriumdesoxycholat mit
einem hohen Eliminierungsgrad an stdrenden Ballaststoffen,
einem weit zu variierenden Gewichtsverhdltnis Natriumdes-
- oxycholat:Himagglutinin - allerdings unter dem besonderen
Aspekt einer sehr niedrigen Detergenz-Konzentration -, ei-
ner hohen oder 100 %igen Adsorptionsrate der solubilisier-
ten. Oberflichenantigene, einer Inaktivierung der Influenza-
. viren ohne Chemikalien oder thermische Manipulationen,
einer Anwendbarkeit auf alle Influenzavirusstimme der ent-
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sprechenden Typen, hohen Ausbeuten und.einem sparsamen
Antigeneinsatz bei der Applikation ist'dagegen technisch

- bisher in dieser Romple xitat noch nicht erreicht worden.

Einige Nachteile der beschriebenen Artmlassen sich durch
Einha]tung vzw. Ubertragung der im Wirtschaftspatent

146 386 und im WP C 12 D/221 207 niedergelegten Parameter
beseitigen.

Ziel der Erfindung

Der Erfindung liegt der Effekt zugrunde, ein Verfahren zu -
entwickeln, durch das es mdglich ist - ohne wesentliche
Veranderung der Verfahrensweise fiir die Herstellung von
ublichen Influenzavollvirusimpfstoffen ~, lediglich durch
Zugebe von Natriumdesoxycholat die entscheidenden Ober-
fléchenantigene Himagglutinin und Neuraminidase der je-
weils zum Einsatz gelangenden Influenzaviren zu solubili-

- sieren und durch Abtrennung der unldslichen Phase gleich-

zeitig einen entscheidenden Reinigungseffekt durch Besei-
tigung nicht notwendiger Ballaststoffe zu erzielen und
~die solubilisierten Antigene direkt zum Impfstoff Zu ver-
arbeiten, und zwar in adsorbierter oder nicht adsorbierter
Form, der dann wiederum auf Grund seiner Ballaststoffar-
mut fiir eine Anwendung bei Risikopersonen oder auch spe-
ziell bei Kindern geeignet ist.

Der niitzliche Effekt stellt sich bei Anwendung der Erfin-
-dung im Vergleich zu eingefahrenen Influenzavollvirus=-
impfstoffen wie folgt dar: Die Impfstoffe in Form der

- endpréparierten solubilisierten Oberflédchenantigene ent-
halten gegentiber industriell'gefertigten Vollvirusimpf-
stoffen bis zu 90 % weniger Ballaststoffe aus Proteinen
oder anderen stickstoffhaltigen Verbindungen. Der reakto-
gene Aluminiumgehalt kann - im Falle der Herstellung ad-
sorbierter Impfstoffe aus Oberflachenantlgenen - um grofer
oder gleich 65 % gesenkt werden, ohne dabei die Adsorp-
_tlonurate zu reduzieren. Eine Verminderung des eingege-
benen Antlgenantells un z. B, die Hélfte der im Vollvirus-
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impfstoff enthaltenen Nenge ist;vertretbar. Diese Faktoren
fiihren zur Reduzierung der Reaktogenitét flr die Uberempfind-.
~lichkeitsreaktion nach dem Soforttyp um mindestens 65 % .
und nach dem Spiattyp um mindestens 50 %.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der FErfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein technisch
unkompliziert zu fiihrendes Verfahren zur Herstellung von
ballaststoffarmen insktivierten Influenzaimpfstoffen in der
Form anzugeben, daf durch gezielte Solubilisierung der
Oberfléchénantigene von Influenzaviren der entsprechenden '
,Typenvhochgereinigte Impfstoffe resultieren, die auch fiir
Risikopersonen und zur«Anwendung bel Kindern geeignet sind.

Die Aufgabe wird erfindungsgemsl dadﬁrch_gelést, daB unter
wesentlicher Beibehaltung der eingefahrenen Technologie
fir Influenzavollvirusimpfstoffe Influenzaviren der ent-
sprechenden Typen lediglich durch Zugabe von Natriumdes-
oxycholat als einzigem zusitzlichen Hilfsstoff und sonst
 ohne Verinderung der Kilieubedingungen durch Schitteln
oder eine andere Mischungsart oder auch durch einfaches
Stehenlassen behandelt werden und dann eine Separation
in eine 18sliche und eine unldsliche Phase erfolgt. Die
- unldsliche Phase enthilt die wesentlichen Ballaststoffe.
Die 16sliche Phase, die vorrangig die Oberflichenantigene
Hémagglutinin und Neuraminidase enthalt, wird zu Impfstoff
vorbereitet. |

Der Vorteil dieser Impfstoffe aus solubilisierten Ober-
flachenantigenen im Vergleich zu Vollvirusimpfstoffen be- -
steht besonders darin, daB die Ballaststoffe bei Anwen-
dung der Impfstoffe am Menschen nicht appliziert und da-
mit die Nebenwirkungen wesentlich reduziert werden.

In einzelnen kann wie folgt verfahren werden: Influenza-

 viren werden aus virushaltiger Allantoisfliissigkeit durch
"~ z. B, Ultrazentrifugation konzentriert. Das erhaltene Vi-
- ruskonzentrat wird mit phosphatgepufferter physiologischer
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NaCleésﬁng unter Zusatz von Natriumdesoxycholat (ca. 0,15 %

Endkonzentration) aufgenommen. Nach kurzer Inkubation bei
Raumtemperatur werden die Viruscores durch Ultrazentrifu-

~ gation abgetrénﬁt. Der Uberstand enthilt die Oberflicher-

antigene in relativ reiner Form, und deshalb konnen sie an
eine deutlich reduzierte Menge des Adsorptionsmittels
(verglichen mit Vollvirusimpfstoff) adsorbiert werden.
Diese Adsorption, z. B. an Aluminiumoxidhydrat, ermdglicht
auch die nahezu vollstindige Abtrennung des eingesetzten
Natriumdesoxycholats sowie auch anderer Begleitstoffe
(Saccharose, N-haltige Ballaststoffe etc.). Das erhaltene
. Adsorbat wird auf den erforderlichen Antigengehalt des
Impfstoffes eingestellt, '

Ausfihrungsbeispiele
Beispiel 1

Zur Solubilisieruﬁg der Oberflichenantigene Himagglutinin
und Neuraminidase wird virushaltige Suspension (X-71:
A/PR/8/34 x A/Brazil/11/78 - HAN1) nach Zugsbe von Natrium-
desoxycholat im Verhdltnis von 300 pg Himagglutinin zu

1 500 pg Natriumdesoxycholat auf einem Horizontalschiittler
30 min behandelt., Danach werden die Ballaststoffe durch
Ultrazentrifugation (55 000 bis 65 000 g, 120 min) bei 8 °C
als Sediment abgetrennt. Der nach der Zentrifugation ge-
wonnene Uberstand wird auf Abwesenheit von vermehrungs-
féhigen Viren gepruft und auf den geforderten Antigenge-
halt eingestellt. Flir Verdliinnungen kommt~phosphatgepufferte
physiologische NaCl-Ldsung mit 0,01 % Thiomersal zum Einsatz.

Aus dieser Priparation resultiert ein Impfstoff von fol-

- gender Zusammensetzung pro Dosis: 28 pg Hamagglutinin,

45 pg Protein, weniger als 0,25 pg Ovalbumin, 14 pg Kjel-
dzhl-N, '

Beispiel 2
Es wird nach Beispiel 1 verfahren.

Der hiefbel préparierte Uberstand wird nach der Einstellung
des Himagglutiningehaltes mit Aluminiumoxidhydratsuspension
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versetzt, Nach Zentrifugation bei 1 000 g unter Kﬁhlung
wird der Uberstand verworfen und das Sediment mit phos~
phatgepufferter physiologischer NaCl-Losung auf das glei-
“che Volumen aufgeflillt. Alle Préparationsschritte erfole
gen unter aseptischen Bedingungen.

Dieser Impfstoff besitzt die gleiche Zusammensetzung wie
unter Belspiel 1 angeoeben mlt zusétzlich 0,25 mg Al pro
D051so ‘

Beigspiel 3
s wird nach Beispiel 41 verfahren,

Der hierbei préparierte Uberstand wird nach Einstellung
des Hamagglutiningehaltes mit &quimolaren Mengen von
Kalziumchlorid- und Dinatriumhydrogenphosphatldsung ver-
. sekzt., Zur Adsorptibn der Oberflichenantigene an das ge-
bildete Kalziumhydrogenphosphat erfolgt kurzzeitiges Riih~
ren der Suspension, Nach Zentrifugation bei 4 500 g unter
Kihlung wird ein Sediment gewonnen, das mit phosphat-
gepufferter physiologischer NaCl-Ldsung aufgenommen und
erneut zentrifugiert wird. Das Resuspendieren dieses
Sediments geschieht wieder mit phosphatgepufferter phy-
siologischer NaCl-Ldsung mit 0,01 % Thiomersal.

Dieser Impfstoff besitzt die gleiche Zusammensetzung wie
unter Beispiel 1 angegeben mit zusdtzlich 0,5 mg Ca pro
Dosise.

Beispiel &4
Es wird nach Beispiel 1 verfahren.

Zur Solubilisierung der Oberflichenantigene der Viren des
Stammes B/Singapore/222/79 werden 1 000 ps Natr1umdesoxy~
cholat pro 670 )22 Hamagglutlnln gegeben,
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Patentanspriiche.

1.

3,

4,

Verfahren zur Herstellung eines ballaststoffarmen

inaktivierten Influenzaimpfstoffes durch Behandlung
mit Natriumdesoxycholat, gekennzeichnet dadurch, daB
eine Solubilisierung der Oberfl&chenantigene Him- |
agglutinin und Neuraminidase erfolgt und nach Abtren-
nung in der loslichen Phase als Impfstoffantigene ange-
reichert werden.

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daB
die mit Natriumdesoxycholat erhaltenen Impfstoffe die
gleiche Qualitat aufweisen wie Dbeil Verwendung von
Ammoniumdesoxycholat als Detergenz.

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daB

-eine Beseitigung von viralen und nichtviralen Begleit-

stoffen, insbesondere von Proteinen, bei einem Gewichts=
verhdltnis Natriumdesoxycholat :Himagglutinin von

131 bis 1:1077 erfolgt.

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daB
der Ausgangsé bzw. Reinigungszustand der Influenza-
viren oder die Einordnung des Solubilisierungs-
schrittes in den Prozefl ohne signifikanten Einfluf
auf die Beseitigung von Begleitproteinen, die zwi-
schen 50 bis 80% liegt, ist.

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daB

die Anordnung der Oberflichenantigene in ihren Kom-
plexen eine nahezu 100%ige Adsorption, beispiels-
weise an Aluminiumoxidhydrat fiir biologische Pripa-
rate, gewdhrleistet und damit Begleitstoffe, beispiels-

weise aus der chhtegradlentenzentrlfuvatlon herrihrend,
'abgetrennt werden.
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Verfahren nach Punkt 1 gekennzelchnet dadurch, daB

bei der Solubilisierung die Infekbtilositédt von Viren

'volllg oder weitestgehend verlorengeht und eine chemi-

sche Inaktivierung von Influenzaviren entfallen kann
und damit formaldehydfreie Impfstoffe erhalten werden

kénnen,

10.

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daR

die Verfahrensbedingungen auf die bisher bekannten
Influenzaviren {ibertragbar und besonders auch fir
Influenzaviren A des Subtyps HAN1 anwendbar sind, sich
damit mono-, bi- und polyvalente impfstoffe herstellen
und bei der Applikation kombinieren lassen.

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, dal
sich auch Influenzaviren aus unterschiedlichen Typen
und Subtypen im Gemisch mit dem Detergenz tehandeln

‘lassen und denn die Oberfldcnenantlgene gleich zusam-
men gewonnen werden.

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daB
beispielsweise_so prépariert werden kann, daf bel
HIN1-Stimmen folgende Reinheitskriterien in dem ent-
sprechenden Impfstoff erreicht werden kinnen:
Haimagglutiningehalt mit 0,058 mg/ml, Protein (Lowry)
mit 0,092 mg/ml, Ovalbumin mit weniger als

0,0005 mg/ml, Kohlenhydrate mit O, 041 mg/ml, Natrium-

'desoxycholat‘mit weniger als 0,09 mg/ml und Aluminium

mit 0,59 mg/ml.

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daB
die Impfstoffe flir eine Applikation bei Kindern beson-

ders geeignet sind. und auch ohne anorganisches Adauvans

eine Immunantwort zeigen.
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Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daB
bei einmaliger Immunisierung (0,5 ml subcutan/Impfling)

fiir einen signifikanten Anstieg des Hémagglubtinations-

Hemmungs~-Titers 20 bis 50 pg Hamagglutinin/ml Impfstoff
und Stamm, vorzugsweise 30 bis 40 ug/ml, ausreichend
sind, '

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daB
bei zweimaliger Immunisiprung (je 0,5 ml subcutan) .

- flir einen signifikanten Titeranstieg 5 bis 10 ug
‘Himagglutinin pro ml und Stamm, vorzugsweise 10 pg/ml,

ausreichend sind,

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, -'af
daB nach zweimaliger Immunisierung (je 0,5 ml subcuban)
ein Signifikanter Anstieg der Neuraminidase-Hemmungs-
Titer erreicht wird.
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