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(57) 1 Протигрипозна вакцина на основі поверх-
невого антигену, що одержана з вірусу грипу, ви-
рощеного на культурі тваринних клітин, яка має
вміст ДНК клітин носія, що не перевищує 25 пг на
дозу
2 Протигрипозна вакцина на основі поверхневого
антигену за п 1, яка має вміст ДНК клітин носія,
що не перевищує 10 пг на дозу
3 Спосіб виробництва протигрипозної вакцини за п
1 з вірусів грипу, вирощених на культурі тваринних
КЛІТИН, ЗГІДНО З ЯКИМ
а) обробляють одержану з клітинної культури
рідину, що містить вірус, ферментом, який пере-
травлює ДНК,
б) додають катіонний детергент, після чого
відокремлюють білки поверхневого антигену

4 Спосіб за п 3, який відрізняється тим, що оброб-
ку ферментом, який перетравлює ДНК, ведуть під
час розмноження вірусу грипу у КЛІТИННІЙ культурі
5 Спосіб за п 3, який відрізняється тим, що
катіонний детергент переважно містить сполуку
загальної формули

де R-i, R2 та R3 - однакові або різні, та кожен є ал-
кіл чи арил,
або Ri та R2 разом з атомом азоту, до якого вони
приєднані, створюють 5- або 6-членне насичене
гетероциклічне кільце,
a R3 - алкіл або арил,
або R-і, R2 та R3 разом з атомом азоту, до якого
вони приєднані, створюють 5- або 6-членне гете-
роциклічне кільце, не насичене біля атома азоту,
R4 - алкіл або арил, а
X - аніон
6 Спосіб за п 3, який відрізняється тим, що
катіонним детергентом переважно є цетилтриме-
тил-амоній бромід
7 Спосіб за п 3, який відрізняється тим, що
катіонний детергент доповнюють неюнним детер-
гентом
8 Спосіб по п 3, який відрізняється тим, що віру-
си грипу розмножують на тваринній лінії клітин
9 Спосіб за п 3, який відрізняється тим, що
віруси грипу розмножують на клітинах СНМД (на
клітинах собачих нирок Мадін Дарбі)
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Даний винахід стосується протигрипозних
поверхневих антигенних вакцин, які виробляються
з вірусу грипу, вирощених на культурі тваринних
клггин, та способу одержання поверхневих анти-
генних білків вірусів грипу, вирощених на культурі
тваринних клітин

Тіло вірусу грипу має розмір близько 125
нм і складається внутрішньої рибонуклеїнової
кислоти (РНК), що сполучена з нуклеопротеїном,
який оточує оболонка вірусу з ЛІПІДНОЮ дво-

шаровою структурою Внутрішній шар оболонки
складається переважно з білків матриксу, а ЗОВ-
НІШНІЙ шар містить більшість одержаного з носія
ЛІПІДНОГО матеріалу

Так звані "поверхневі білки"- нейрамінідаза
(НА) та гемаглютинін (ГА)-з'являються як виділен-
ня на поверхні тіла вірусу

ВІДОМІ на ринку шактивовані протигрипозні
вакцини переважно являють собою так звані "роз-
щеплені" чи "субодиничні" вакцини

ю
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"Розщеплені вакцини" одержують обробкою
цілого вірусу грипу солюбілізуючими розчинами
миючих засобів, після чого видаляють миючий за-
сіб та більшість вірусного ЛІПІДНОГО матеріалу

"Субодиничні вакцини" проти грипу, на відмі-
ну від "розщеплених", не містять жодних вірусних
білків Замість того "субодиничні вакцини" збагаче-
но поверхневими білками, які виділяють при вак-
цинації бажані нейтралізуючі віруси (отже, захисні)
антитіла

БІЛЬШІСТЬ промислових протигрипозних вак-
цин отримують з вірусів грипу, вирощених на за-
родках курячих яєць Втім, загальновідомо, що ви-
робництво протигрипозних вакцин на курячих яй-
цях страждає кількома видами, а саме

1 Такий виробничий процес надто вразли-
вий внаслідок неоднорідної мікробіологічної якості
яєць

2 Процес надто негнучкий у випадку рапто-
вого зростання попиту, тобто серйозної епідемії,
виникають труднощі з постачанням, бо неможливе
знайти потрібні яйця у великій КІЛЬКОСТІ

3 Отримані таким чином вакцини протипо-
казано особам, пперчутливим до курячих та/або
яєчних білків

4 Вирішити ці проблеми можна, якщо ви-
рощувати віруси грипу на тканинних культурах
Вважається, що такий спосіб виробництва має ба-
гато переваг

1 Ліни КЛГГИН тканинних культур містяться у
чітко визначених банках клітин і не мають мікробіо-
логічних забруднень, отже партії вакцини виходять
однорідними і продукцію отримують високої якості

2 Підвищується вірогідність мати достатню
КІЛЬКІСТЬ вакцини на випадок серйозної загрози
епідемії чи пандемії

3 Одержаний вірусний матеріал більш при-
датний для різних способів введення (перорально,
перназально, вдиханням)

4 3 точки зору ВООЗ ця технологія дозво-
лить відкладати щорічно рекомендований масовий
прийом вакцини (з середини лютого по середина
березня) і провадити його згідно з фактичною пот-
ребою, пристосовуючись де штаму, який циркулює
на даний момент

Втім, ще лишається важлива проблема з
тканинною культурою вірусу грипу, оскільки ге-
нетичний матеріал з безперервної лінії клггин мо-
же залишатися у вакцині

Ця проблема пов'язана з ризиком, і якщо и
не вирішувати, директивні органи можуть не доз-
волити продаж таких протигрипозним вакцин із
міркувань безпеки Наприклад, Управління харчо-
вих продуктів та лікарських засобів США вимагає,
щоб бютехнолопчні продукти для людського ви-
користання не мали більше ніж 100 пг ДНК клггин
носія на дозу

Отже, цей винахід пропонує спосіб вироб-
ництва поверхневого антигену вірусу грипу і не
містить шкідливого генетичного материалу у неп-
рипустимій КІЛЬКОСТІ, виконуючи таким чином ви-
моги контролюючих органів Втім, виявилося ба-
жаним і неочікуваним те, що одержані протигри-
позні вакцини містять ДНК клггин носія не більш 25
пг на дозу

У конкретному варіанті здійснення винаходу
запропоновано спосіб виробництва поверхневих

антигенних білків, здатних для одержання такої
протигрипозної вакцини з низьким вмістом ДНК з
вірусів грипу вирощених на культурі тваринних
КЛГГИН, ЗГІДНО З ЯКИМ

а) обробляють цілий вірус, який містить рі-
дину, одержану з клггинної культури, ферментом,
що перетравлює ДНК,

б) додають катіонний миючий засіб, після чо-
го виділяють білки поверхневого антигену

Спосіб, згідно з винаходом, може бути засто-
совано при виробництв, вакцин, що містять різні
штами вірусу грипу, серед них віруси людського,
свинячого, кінського та пташиного грипу

Культура тваринних клітин, згідно з винахо-
дом, може містити або первісну клггину , таку як
фібробласти курячих зародків (ФКЗ), або безпе-
рервну ЛІНІЮ клггин, таку як клггини собачих нирок
Мадін Дарбі (СНМД), клггини яєчників китайського
хом'яка (ЯКХ) та клггини Веро

Обробку цілого вірусу, який містить рідину,
ферментом, що перетравлює ДНК, можна про-
вадити безпосередньо у ферментері, за бажанням
уже в ході вирощування клггинної культури та в
процесі розмноження вірусу

У ролі ферментів, що перетравлюють ДНК,
можуть виступати ДНКаза (наприклад, класифі-
кована ЄС - як 3 1 21 та 3 2 22) або нуклеази (кла-
сифікація Є С 3 1 ЗО та 3 1 31)

Катіонні миючі засоби, згідно з винаходом,
переважно містять сполуку загальної формули

R,
\

\

R3

X

R4

де R-i, F?2Ta R3 - однакові або різні, та кожен є алкіл
чи арил,

або Ri та R2 разом з атомом азоту, до якого
вони приєднані, створюють 5-або 6-членне на-
сичене гетероциклічне кільце,

a R3 - алкіл або арил, або Ri, R2Ta R3 разом
з атомом азоту, до якого вони приєднані, ство-
рюють 5-або 6-членне гетероциклічне кільце, не
насичене біля атому азоту,

R4 - алкіл або арил, а
X - аніон
Прикладом таких катіонних миючих засобів є

солі цетилтриметиламонію, як цетилтриметиламо-
нійбромид (ЦТАБ), та міристилтриметиламонійна
сіль Придатні й такі засоби, як ліпофектин, лі-
пофектамш, ДОТМА

За бажанням ці катіонні миючі засобі можна
доповнювати неюнними, такими, як "Твін"

Після стадії обробки миючими засобами ви-
ділення білків поверхневого антигену, наприклад,
може мати наступні етапи

1 Виділення частки (тіла) РНП з білків по-
верхневого антигену центрифугуванням або ульт-
рафільтрацією, та

2 Видалення миючого засобу з білків по-
верхневого антигену, наприклад, гідрофобною
взаємодією миючого засобу з ВІДПОВІДНОЮ СМОЛОЮ
(наприклад, Амберліт ХАД-4) та/або ультра(діа)
фільтрацією
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Несподівано спосіб, згідно з винаходом, за-
безпечує одержання продуїсгу з надзвичайно низь-
ким вмістом ДНК тваринних клггин Концентрації
ДНК не перевищують 25 пг/ дозу, а в багатьох ви-
падках вдається одержати навіть 10 пг/дозу

Білки поверхневого антигену можна переро-
бити на протигрипозну вакцину, наприклад, шля-
хом додавання буферу (наприклад, забуференно-
го фосфатом фізіологічного розчину) та/або змі-
шування з антигенами інших серотипів вірусу гри-
пу

За бажанням концентрат поверхневого анти-
гену можна використовувати для подальшого ви-
робництва вакцини

Приклад 1.
А Розмноження вірусу
1 Вірус грипу антигенного типу В/Ямагата

розмножують на клпинах собачих нирок Мадін
Дарбі (СМНД) (АТСС CCL34) у ферментері шля-
хові інкубації висіву вірусу на клггинах протягом
двох діб при 3 5 °С

2 Після ТОГО рН рідини у ферментері підви-
щують до 8,0 додаванням розведеного гідроксиду
натрію та вводять Бензоннуклеазу до кінцевої кон-
центрації 1000 од (1 мкг) на літр

3 Продовжують інкубацію при 35°С про-
тягом 4 годин В

Виділення вірусу
1 Рідину фільтрують крізь об'ємний фільтр з

номінальним розміром пор 0,5 мкм, щоб видалити
клггинні частки

2 Після ТОГО вірус грипу концентрують та
очищують ультрафільтрацією з використанням
мембрани, що відсікає молекули з масою більш
ніж 300000

3 До концентрату додають цукрозу до кінце-
вої концентрації ЗО об %, а потім формальдегід до
кінцевої концентрації 0 015 об % Цю суміш пе-
ремішують 72 години при 2-8°С

4 Далі концентрат вірусу розводять п'ятира-
зово солевим фосфатним буфером та заванта-
жують до спорідненої колонки, що містить Амікон-
сульфатцелюлозу Після видалення забруднень
промиванням солевим фосфатним буфером, вірус
змочують розчином 1 5М хлориду натрію у солево-
му фосфатному буфері

Елюат концентрують та знесолюють ультра-
фільтрацією за допомогою мембрани, що відсікає
молекули з масою більш ніж 300000

С Виділення субодиничної вакцини
1 Додають неюнний миючий засіб "Твін -80"

до кінцевої концентрації 300 мкг/мл та цетилтри-
метиламонійбромид до кінцевої концентрації 750
мкг/мл Цю суміш перемішують при 4°С три го-
дини, після чого відокремлюють частки РНП від
білків поверхневого антигену центрифугуванням

2 Супернатант перемішують з Амберлггом
XAD-4 протягом ночі при 2-8°С, видалюючи миючі
засоби Амберліт відфільтровують, після чого
фільтрат піддають стерильній фільтрації крізь
фільтр 0,22 мкм

На усіх етапах вищеописаного процесу
аналізують вміст ДНК клггин носія у пробах згідно з
затвердженою методикою на основі гібридизації
макромолекул шляхом дифузії крізь шпарковидні
отвори у матриксі використовуючи зонд № 32 Р-
міченої собачої ДНК

Підсумки ДНК-аналізу на різних стадіях на-
ведено у таблиці (вміст ДНК у внутрішньовенній
дозі виражено у пікограмах на 50 мг ГА)

Проба

Рідина у ферментері після 48 годин інкубації

Рідина у ферментері після обробки нуклеазою

Рідина після попередньої фільтрації

Концентрат після ультрафільтрації

Рідина після інактивації та афінної хроматографії

Супернатант після обробки "Твіном" і ЦТАБта центрифугування

Фільтрат після видалення миючого засобу

Вміст ДНК

19 000 000

370 000

10 000

4 350

4 200

<25

<25

Після стадії

А1

А2

В1

В2

В4

С1

С2

Приклад 2.
Розмноження, очищення, інактивізація та

розщеплення вірусу, як у прикладі 1 Обробка рі-
дини у ферментері бензоннуклеазою протягом ос-
танніх годин оброблення вірусом (стадії А2 та A3)
з використанням рН розмножувального середо-
вища (стадія А1) дає аналогічні наслідки щодо ви-
далення ДНК ДНКаза І, хоч і потрібна у більшій
концентрації, так само ефективно видаляє ДНК
клггин носія (протягом стадій А1-АЗ) Аналогічні
результати одержано при застосуванні інших ен-
донуклеаз

Приклад 3.
Процес здійснюють, як у прикладах 1 та 2,

тільки клггинні частки (стадія В1) видаляють на
центрифузі

Приклад 4.
Процес здійснюють, як у прикладах 1, 2 та З,

за виключенням того що вірус концентрують та
очищують (стадія В2) з ферментерної рідини на
зональній центрифузі з безперервним потоком
(наприклад, моделі RK фірми Електро-Нуклеонікс),
використовуючи градієнт цукрози у солевому фос-
фатному буфері

Приклад 5.
Процес здійснюють, як у прикладах 1-4, тіль-

ки замість розчину цетилтриметиламонійброміду на
стадії С1 додають розчин цетилпіридинійброміду,
міристилтриметиламонійброміду, бензотоній-хло-
риду, метилбензотонійхлориду, декаметонійхло-
риду або стеарил-диметилбензиламонійброміду

Результати щодо видалення ДНК клггин но-
сія аналогічні
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Приклад 6. вакцини з низьким вмістом ДНК з штамів В/Харбін,
Спосіб згідно з прикладом 1 з успіхом ви- В/Панама, А/Техас (H1N1), А/Тайвань(Н1І\І1),

користовували для приготування протигрипозної А/Йоганесбург (НЗВ2) та А/Ухань (H3N2)
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