{19) EliTSCHE EEMOKRATISCHE REPUBFIK , PATENTSCHRIFT
. Wirtschaftspatent | ISSN  0433-6461 {11) 211 rM'4 |

Erteilt gemaed § 18 Absatz 2 Patentgesstz - int.C13 3(51) A 61 K 39/145

AMT FUER ERFINDUNGS- UND PATENTWESEN .

(21) WPABIK/2426210 {22} 19.08.82 {45}  11.07.84

(7Y VEB SAECHSISCHES SERUMWERK DRESDEN;DD;

{72) GLATHE, HORST, DR.SC,MED,VET,; MALUR, JOHANNES, DR,SC.NAT, DIPL.-CHEM,; KUNZE,
MARTINA, DIPL,-BIOCHEM.; KLENZ, GEBHARD, DR,RER.NAT, DIPL.-CHEM,; HEHME,
NORBERT, DIPL,-CHEM,; HAHN, KON RAD, DR, DIPL.-CHEM,; OLECHNOWITZ,
ADOLF-FRIEDRICH, DR,SC, DIPL,-CHEM,; ENGEL, WOLF-DIETRICH, DIPL.-CHEM.;
PESCHECK, CHRISTCPH, DIPL.-BIOL., BD

(54) VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON INFLUENZA-IMPFSTOFFEN

(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung der immunogenen Bestandteile des
influenzavirus und dessen Verwendung zur Herstellung von influenzaimpfstoffen, die aufg rund
ihres Reinheitsgrades zur Anwendung sowohi bei Erwachsenen als auch bei Kindern geeignet
sind. Das Ziel der Erfindung ist ein im industriellen Maf3stab einsetzbares Verfahren zur Gewinnung
eines inaktivierten Influenzaimpfstoffes, der im wesentiichen nur die immunologisch bedeutsamen
Oberflachenantigene Hamagglutinin und Neuraminidase enthait und der durch seine lokale und
aligemeine Vertraglichkeit eine Anwendung in allen Altersgruppen gestattet. Das Wesen der
Erfindung ist die Spaltung des nicht inaktivierten und in einem Medium geringer lonenstérke
suspendierten [nfluenzavirus in einem Zonalrotor, der mit einem Rohrzuckergradienten beladen
ist und der gleichzeitig einen Gradienten eines geeigneten Salzes der Desoxycholséure enthait.
Die Oberflachenantigene werden aufgrund ihres spezifischen Sedimentationsverhaltens sowohi
vom Restvirus als auch von den Lipiden der Virushdile getrennt und nach der weitgshenden
Entfernung des Salzes der Desoxycholsdure sowie des aus dem Gradienten stammenden
Rohrzuckers nach abschlisBender Sterilfiltration zu sinem Impfstoff weiterverarbeitet.
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Titel der Brfindung

Verfahren zur Herstellung von Influeﬁza-impfstoffen

Anwendung der Effindung

Die Erfiﬁdung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung der
immuhogénen Bestandteile des Influenzavirus und deren
Verwendung zur Herstellung von Influenzaimpfstoifen, die
caufgrund ihres Reinheiltsgrades zur Anweddung sowohl bei
Erwachsenen, als auch bei Kindern géeignet gind.

Charakterlstlk der bekannten technlschen Losungen

Bel den bekannten Verfahren zur Herstellung von Infl enza=-
1mpfstoffen wird dexr Erreger der Influenza (@yxovlrus in=-
fluenzae) in der Allasntoishshle embryonierter Hilinereier
Zur Vermehrung gebrachi. -

Dabel werden solche StEmme des: Influenzav1rus verwendet

die mit den in der Bevolkerung zirkulierenden Varianten
eine mdglichst enge Beziehung aufweisen. '
Nach einer durch Erfahrung festgelegten Vermehrungsdauer
werden die virushaltigen Allantoisflilssigkeiten den embryo-
nierten Eiern entnommen und durch niedertourige Zentrifu=-
gation (max. 104 g) von den in ihnen befindlichen zelluliren
Bestandteilen befreit. Danach wird das Influenzavirus
liblicherweise durch ,inwirkung von Betavropiolacton odexr
Formaldehyd in eine nicht mehr vermehrungstihige Porm Uber-
Tlhrt. ' |
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Das nunmehr in inaktiver Form vorliegende Influenzavirus
wird mit physikelischen Verfahren, vorzugsweise mittels
Ultrazentrifugation, konzentriert. _

Die Mehrzahl_der bekannten Verfshren basiert auf der Zonal-
zentrifugation im Rohrzuckergradienten unter Verwendung von
Rotoren, die einen Betrieb mit kontinuierlichem DurchfluB
des zu verarbeitenden Materials gestatten.

Dabedl wird das Influenzavirus entsprechend seinem spezi- |
fischen 3edimentationsverhalten in einem bestimmten Bereich
des Gradienten konzentriert{ und gleichzeitig weitgehend von
den ausg dem Hilhnerei stammenden Proteinen getrennt.

Das auf diese Welse -gereinigte und konzentrierte Virusmate-
rial kenn nunmehr nach Einstellung der Viruskonzentration
auf den zur Gewﬁhrleiétung-der Wirksamkeit erforderlichen
Mindestwert, dem Zusatz konservierender Substénzen (z. B.
Thiomersal) und einer abschlieBenden Sterilfiltration; direkt
zu elnem Influenzaimpfstoff verarbeitet werden. |

Impfstoffe dieservArt,‘sogenannte Vollvirusimpfstoffe,
kGnnen, besonders bel Kindern, sowohl &rtliche, als auch
allgemeine Unvertréiglichkeitserscheinungen ausldsen. Als Ur-
sache dergelben wurden begtimmte lipidhaltige Substanzen der
ZuBeren Virushiille erkannt.,

Die bekannten und beschricbenen Verfahren zur Herstellung
von Influenzaimpfstoffen, die diese Nachteile nicht auf-
weisen, beruhen auf der Erkenntnis, daB die Fiir die Auslé-
sung einer Immunantwort verantwortlichen Komponenten des
Influenzavirus mit den an der Oberfliche der Viruspartikel
in Form von Stébchen (sog. "Spikes") lokalisierten Glykopro-
veinen Hdmagglutinin (HA) und Neuraminidase (MA) identisch
sind. _ :

Diese Glykoproteine sind beim intakten Virus durch hydrophobe
Endstlicke mit der ZuBeren lipidhaltigen Membran fest verbun-
den. Dagegen besitzen die Proteine des Influenzavirus, die
sich im Innern der Viruspartikel befinden, fir die Auslisung
der Immunantwort keine Bedeutung.



Das betriff+ das mit der Ribonukleinséure assoziierte
Nukleoprotein (NP), das Matrixprotein (M) und die Proteine
P1, P2 und P3 des Polymerasekomplexes., ’

Die bekannten und beschriebenen Methoden zur Gewinnung der

- Glykoproteine HA und NA zum Zwecke der Impfstoffherstelllung.
bzw. zZur Abtrennung der fiir die Mehrzahl der Nebenreak-
tionen verantwortlichen Lipide, gehen entw§def davon aus,
durch die Einwirkung oberflichenaktiver Substanzen das HA
und NA unter Erhaltung ihrer Integrit#t aus der Iipidhiille
herauszuldsen, oder das.gesambte Virus mittels eines Lipid-
losungsmittels (z.B. Diaethylaether oder Tri-n-butylphosphat)
bzw. einer Kombination eines Lipidlgsungsmittels und einer
oberfléchenaktiven Substanz (z.B. Tween 80) zu spalten.

Bei dem zuletzt genannien Verfahren wird nach dér,Spaltung
durch die Gewinnung der wiBrigen Phase eine Impfatoffprédpa-~
ration erhalten, die auBer den Lipiden der Virushiille alle
Virusbestandteile enth&lt. _

Degegen ktnnen nach Anwendung von oberflichenaktiven Sub-

' stanzen die aus der Lipidhiille herausgeldsten Spikes vom
Restvirus, z.B. durch Ultrazent®ifugation, getrenﬁt werden.
Angewendet werden anionische (z.B., Salze der Desexyechol- |
sgure), kationische (z.B. Cetyltrimethylammoniumbromid) und
neutrale (z.B, Triton N 101) oberflédchenaktive Substanzen.
Verbindungen der Desoxycholsiure werden in Ausiralien zur
Herstellung von Influenzaimpfstoffen mit hohem Reinheitsgread
und guten immunogenen Eigenschéften angewendet.

Bei bekannten Vérfahren zur Herstellung ven Influenza-
Spaltimpfstoffen suf der Grundlage der Behandlung mit

Salzen der Desoxycholsfure (W.G. Laver, R.G. Webster, .Viro-
‘logy 69(1976), 511=522; DE 0S 1 617 288 vom 18.02.1971) ist
das Problem der Abtrennung der Lipide von den zu isolieren-
den Oberflichenantigenen mur ungeniigend geldst. Die angege-
~ benen Ultrazentrifugationstechniken zur Isolierung des
Hémagglutinins und der Neuraminidase von den iibrigen Virus-
komponenten {iber Saccharosegradienten erweisen gich als zeif-
aufwendig und in der Kapazitét begrenzt. Ein Arbeiten im
geschlossenen System ist nicat mdglich. |
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Die Lipidentfernung durch Adsorption der immunogen wirk-
samen Komponenten HA und NA an asnorganischen Aluminiumver-
bindungen (DD PS 146 386 vom 11.02.1981) schlieBt eine
Sterilfilfration der Priparate aus.

Durch eine Spaltung in kontinuierlich beschickten Dichte-
gradienten bel Verwendung von DurchfluBzonalrotoren sind

‘diese Nachtelle zu umgehen, Bei den bisher beschriebenen

Verfahren (DE 0S 2 449 530 vom 30.04.1975) werden zur
Spaltung inaktivierfe Virusantigene und homogene Tensid~ -
konzentrationen im Gradienten benutzt. Die Spaltung fihrt
unter diesen Bedingungen nur zu vergleichsweise niedrigen
Augbeuten an HA und NA. )

Z2iel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist ein im industriellen MaBstab einsetz-
bares Verfahren zur Gewinnung eines inaktivierten Influ-
enzaimpfstoffes, der im wesentlichen aur die immanologisch
bedeutsamen Oberflédchenantigene HEmagglutinin und Neurami-
nidase enthdlt und der durch»seinellokale und allgemeine
Vertréglichkeit eine Anwendung in allen Altersgrupren ge=-
stattet. - : ' '



Wesen der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfah~
ren zur Erreichung des genannten Zieles so zu entwickeln,
daB eine Produktion im geschlossenen System, insbesondere:
eine Sterilfiltration des Pinalbulks, mdglich ist, die fiir
die Auslésung von Nebenreaktioqgn verantwortlichen Lipide
entfernt werden und die Konzentration der zur Speltung
verwendeten oberfliéchenaktiven Substanzen auf einfache
Welse auf nichttoxische Werte reduziert wird,
Erfindungsgemi wurde gefundén, daB nech Einleiten einer
konzentrierten und gereinigten Suspension des nicht
inektivierten Influenzavirug in einem Medium geringer
Ionenstéirke (z.B. ein 10~-15 mM Phosphatpuffer, pH 7,2 bis
pH 8) in einem Zonalrotor, der mit einem Rohrzuckergradi-
enten beladen ist und der gleichzeitig einen geeigneten
Gradienten eines Salzes der Desoxycholsdure enthilt, eine
Spaltung der Viruspartikel erfolgt und die Lipide der |
Hille, die Oberflidchenantigene und das Restvirus ent-
sprechende Banden bilden. '

Danach ktnnen die Fraktionen, Welche_die.Oberfléchenanti-
gene enthalten, gesammelt werden. | :

Die Lipide der Hillle, die bei den erforderlichen hohen
Tensidkonzentrationen weitgehend von den Viruscores abge-
18st werden, bilden eine relativ eng begrenzte Zone im
geringer konzentrierten Gradientenbereich und unterliegen
der Flotation, wobei auch ein Teil des Tensids dem Gradi-
enten entzogen wird. ' o

Um ein Absinken der Desoxychdlat-Konzentration zu verhin-
dern, wird der Tensidgradient so gestaltet, daB bei den
héchsten Rohrzuckerkonzentrationen (etwa 50 - 60 % w/w)

- dle Tensidkonzentration auf das 1,2 bis 1,5fache des in
der Spaltungszone (ca. 20 bis 40 % w/w) vorhandenen Ten-
sids gesteigert wird. '



Ferner wurde gefunden, daf eine Gelbildung im Gradienten,

hervorgerufen durch Salze der Desoxycholsdure, vermieden
werden kann, wenn der Spaltprozel im Bereich niedriger -
Ionenstirke verliduft. Nach erfolgter Spaltung kann das
.Salz der Desoxycholsiure entweder durch Erhohung der

lonenstérke zur Ausflockung gebracht werden, oder es kann

durch Ultrafiltration weifgehend entfernt werden.

Die Entfernung des Rohrzuckers, erfolgt durch Ultrafiltra-

tion gleichzeitig mit der Entfernung des iberschissigen

Flockungsmittels des Desoxycholats bzw. mit der Entfernung

des Desoxycholsats. Zur Vermeidung von Verlusten an Anti-
gen werden der Losung mit der Entfernung des Rohrzuckers
- und des Desoxycholats Stabilisatoren zugesetzf.

Das gesemte erfindungsmifiige Verfahren kenn im geschlos-
senen System gefiihrt werden, so daB die Gefahren sekun-

ddrer Verunreinigungen weitgehend ausgeéchloésén werden.
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Augfithrungsbeisgpiel 1:

Als Ausgangsmaterial fir das erfindungsgemsBe Verfahren
verwendet man*Influenzavirus, dasvnach'Vérmehrung in

der Allentoishbhle embryonierter Hiihnereier, durch eines
der tiblichen Verfahren, vorzugswelse durch Ulitreszentri-
fugetion im Rohrzuckergradienten (9 x 104 g), konzentriert
und von begleitenden Proteinen weltgehend befreis wurde. .
Aus dem in einer 38 - 45 %igen Konzentration von Rohr-
zucker vorliegenden Viruskonzentrat wird durch Verdiinnung
mit 10 mil Phosphatpuffer mit einem pH-Wert von 7.2 eine
Virussﬁspension hergestellt, deren‘Rohrzuckerkonzenﬁration
ca., 2 % betréigt. Diese Virussuspension wird in einen Zo=-
nalrotor einer Zentrifuge eingefiihrt, der zum kontinu-
ierlichen Betrieb geeignet ist (z.B. der CF 32-Rotor der
Fa. Beckman)., Dieger Rotor ist mit einem Roh;zuckergraf
 dienten, der gleichzeitig einen Natriumdesoxych613€gré-_
dienten in einer Konzentration von 0,5 pis 2 % w/w ent-
nilt, beladen. | |

- Zur Herstellung des Gradienten wird wiederum susschlief-
lich der oben beschriebene FPhosphatpuffer verwendet.

Die beschriebene Virussuspension wird nunmehr mittels
einer Peristaltikpumpe iiber den Gradienten gepumpt. Nach
Beendigung der Zomalzentrifugation wird der Inhalt des
Rotors inTFraktioheﬁ gesammelt. Die Fraktionen, welche
die Oberflﬁchenantigene enthalten, werden zur weiteren
'Verwendung aufbewahrt. |

Zur Verarbeitung zu einem Impfstoff werden die Fraktlonen,
welche die Oberflichenantigene enthalten, vereinigt.

Es wird nunmehr eine Bestimmung des Hi=Gehaltes mit

einem der bekannten Verfahren, 2.B. der einfachen Radial~-
diffusion, durchgefﬁhrt.

Auf der Grundlage dieser Bestimmung wird mit phosphatge-
pufferter isotonischer Natriumchloridlsung so verdiinnt,
daB eine HA-Konzentration von mindestens 100/ug pro

1,00 ml entsteht. Danach erfolgt eine Diafiliration unter
Verwendung einer phosﬁhaﬁgépufferten igotonischen Natri-
umchloridlésung als Dialysierflilssigkeit. |
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~Nach der;Diafiltration wird, wiederum nach Bestimmung des
HA-Gehaltes, mit phosphatgepufferter Stabilisatorlisung so
verdiinnt, daB eine HA-Konzentration von mipdestens BO/ug Dro
1,00 ml entsteht. v

Die Konzentrationen an Thiomersal und Formaldehyd dixfen

0,1 g pro 1000,0 ml nicht ibersteigen. Die auf diese Weise

hergestellte Préparation ist mit dem monovalenten Bulk iden-
tisch. '



Ausfihrungsbeispiel 2: ‘ | -
Die G—ew:i.m:mlzlp':‘> der Oberflidchenantigenfraktionen verlduft
analog wie im Beispiel 1 beschrieben. Den gepoolten
Fraktionen wird soviel einer ges#ttigten Nairiumchlorid-
lgsung zugesetzt, daB eine NaCl-Konzentration von 1 = 2
molar resultiert. Dadurch wird das Natriumdesoxycholat zur
Ausflockung gebracht. Nach etwa 12-gtiindiger Aufbewahrung
bei + 5°C wird das Prézipitat mit physikalischen Methoden
(Filtration oder niedertourige Zentrifugation) entfernt,
wobei die Oberflichenantigene im Uberstand verbleiben,
Dieser wird einer Diafiltration mit einem Puffer geringer
. Ionehstérke alg Dialysierfliisgsigkeit unterzogen.

Der ProzeB wird solange fortgesetzt, bis die erreichie
Natriumechloridkonzentration einer isotonischen Ldsung ent-
spricht und die Rohrzuckerkonzentration den flr den Impr
stoff Testgelegten Grenzwert nicht ilibersteigt.:

Nach Zugabe des Stabilisators und Verdiinnung auf die vor-
gesehene HA-Konzentration enispricht die Prédparation eben-
falls dem monovalenten Bulk,
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3.

Verfahren zur Herstellung eines Influenza=-Spaltimpf=-
stoffes, der im wesentlichen nur die Oberfléchenantigene
des Influenzavirus enth#lt, durch Spaltung mit einem
Salz der Desoxycholsﬁure, gekennzeichnet dadurch, daf
die nach bekanmten Methoden vorgereinigten, nicht in-
aktivierten Viruspartikel, suspendiert in einem Puffer
mit einer>Ionenstérke unterhalb 15 mlM, vorzugsweise
Phbsphafpuffer 10 bis 15 mM und einem pH-Wert im Be-

‘reich von 7.2 bis 8,0, im Zonalrotor einer Ultrazentri-

fuge, der mit einem Dichtegradienten, bestehend aus
Rohrzuckerldsung und einem Gradienten aus Ammonium-
oder Alkali-Desoxycholat in einem Puffer mit einer _
Ionengtérke unterhaldb 15 mM, vorzugswelse Phosphatpuffer
10 bis 15 mM und einem pH-Wert im Bereich von 7.2 bis
8.0‘belad§y'ist, in Fraktionen gespalten werden,
worauf die Fraktion, die die Oberfldchenantigene ent-
hilt, in an sich bekannter Weise aufgearbeitet wird.

Verfahren nach Punkt 1 gekennzeichnét dadurch,. daB die
Konzentration der zur Spaltung verwendeten Seslze der
Degoxycholsdure 0.5 bis 2 %, vorzugsweise 1 %, bezogen

‘auf das im Gradienten enthaltene Desoxycholat, betrigt.

Verfahren nach den Punkten 1 und 2 gekennzeichnet
dadurch,hdaﬁ die Tensidkonzentration im Bereich der
Rohrzuckerkonzentration von 50 bis 60 % w/w bis 1.5-
fach hther als im Bereich der Rohrzuckerkonzentration
vor etwa 20 bis 40 % w/w ist.



4.

5.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Punkte,
gekennzelchnet dadurch, daB das zur Virusspaliung
verwendete Salz der Désoxychols&ure durch Erhdhung
der Ionenstdrke zur Ausflockung gebracht und danach
entfernt wird.

Verfahren nach Punkt 4, gekemmzeichnet dadurch, daf
zur Ausflockung des Salzes der Desoxycholsiure Ne-

" triumchlorid verwendet wird.

6.

Te

Verfahren nach Punkt 5, gekemnzeichnet dadurch, dafl
die zuxw Fillung des Desoxycholsalzes notwendige Kon-
zentration an Natriumchlorid durch Dialyse gegen
phosphatgepufferte Fatriumchlorid-Lésung oder durch
Verdiinnung auf den isotonischen Wert gebrachi wird.,

Verfahren nach den Punkten 1 - 6, gekennzeichnet
dadurch, da8 mit zunelmender Entfernung von Desoxy—
cholat und Rohrzucker Stabilisatoren zur Verhinderung
von Antigenverlusten zugesetzt werden.
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