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Hepalitis A virus modificeres ved dyrkning i cellekultur ved passage
i aber, fortrinsvis mindst to passager i hver af to forskellige arter
af aber, fjernelse af den inficerede lever, der bruges til podning
af en in vitro cellekultur, som inkuberes, til der er dannet antizen,
hvorpd viruset passeres mindst én gang yderligere i in vitro celle-
kultur.

Levende, svekket hepatitis A vaccine og inaktiveret hepatitis A vac-
cine kan fremstilles ud fra det modificerede hepatitis A virus.
Desuden kan der udvindes hepatitis A antigen til diagnostiske formal
og til brug ved fremstilling af antigen, immunogen viralvaccine.

Det modificerede virus kan let og pd ekonomisk madde i stor milestok
dyrkes i forskellige celletyper, f.eks. celler afledt af primatlever
eller -nyre, diploide lungeceller eller primere kyllingefostercelle-
kulturer.
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Den foreliggende opfindelse angdr en fremgangsmade til
fremstilling af et levende, svakket hepatitis A virus og
et diagnostisk praparat opnaet ved fremgangsmaden.

Fremgangsmdden ifgplge opfindelsen er ejendommelig ved det
i krav 1's kendetegnende del anfgrte, og praparatet
ifplge opfindelsen er ejendommeligt ved det i krav 8's

kendetegnende del anfgrte.

I US-A-3 105 011 pastads det, at der tilvejebringes frem-
gangsmdder til propagering af savel hepatitis A virus som
hepatitis B wvirus i vavskultur. Den pastdede lare er
imidlertid blevet modbevist af nyere, yderst palidelige
unders¢gelser af forskere med sarligt kendskab til hepa-
titis. Der henvises i denne forbindelse til fglgende ar-

tikler:

- Science, bind. 182, dec. 1973, pp. 1026-1028, isar side
1027, anden spalte, sidste satning af det fuldstandige

afsnit;

- Purcelle et al., Am. J. Med. Sci., bind. 270, nr. 1,
1975, side 61-62;

- Cabasso et al., udg. Developments in Biological Stan-
dardization, bind. 30, pp. 390, 391 og 464, S. Karger
Basel, 1975; og

- Lenette et al., udg. Diagnostic Procedures for: Viral,
Rickettsial and Chlamydial Infections, 5. udg., side
907, American Public Health Assoc. 1979.

Disse artikler modbeviser den pastdede lzre fra US pa-
tentskrift nr. 3 105 011 og viser utvetydigt, at den pa-
stdede propagering af hepatitis A virus som anfort i den-

ne reference er ukorrekt.
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Det er endvidere kendt, at hepatitis A har en diameter pa
ca. 27 nm (Feinstone et al., J. Virology, juni 1974, pp.
1412-1414). I US patentskrift nr. 3 105 011l anferes, at
levende virus blev passeret gennem en rakke filtre med en
porediameter beliggende i intervallet 5,0 til 0,45 my,
som er det samme som en porediameter pa 5,0 til 0,45 nm.
Da hepatitis A wvirus har en partikelstgrrelse pa 27 nm,
er det fysisk umuligt for det at passere gennem filtre,
hvis st¢rste porediameter er 5,0 nm. Det er derfor indly-
sende, at hvilket materialet, der end er opndet ved den i
US patentskriftet beskrevne proces, var det helt indly-

sende ikke hepatitis A virus.

Det har vist sig, at hepatitis A virus, som er blevet
adapteret ved mindst én passage i leveren af en modtage-
lig sub-human primat, f.eks. egernabe, ugleabe, afrikansk
gr¢n abe, rhesusabe eller chimpanse, med held kan passe-
res i cellekultur. Der foretages foretrukkent mindst fem
passager i den modtagelige sub-humane primat. Det fore-
trekkes ogsd, at der anvendes mindst to sub-humane pri-
matarter, og at der anvendes mindst to passager i hver

art.

Efter den sidste passage fjernes den inficerede lever, og
den homogeniseres og klares og anvendes til inokulering

af cellekulturer.

Cellekulturerne kan vare primare egernabe-levercellekul- -
turer, primere afrikansk gr¢n abe-nyrecellekulturer, pri-
mere rhesusabe-nyrecellekulturer, primere cynomolgus abe-
nyrecellekulturer, rhesusabefoster-nyrecellekulturer,
cercopithecus-abefoster-nyrecellekulturer, rufiventer-
egernabefoster-nyrecellekulturer, eller en vilkarlig,
kontinuert eller transformeret nyre- eller levercellekul-
tur afledt fra et menneske eller en sub-human primat, som
er modtagelig for hepatitis A virus-infektion. Cellekul-
turerne kan ogsd bestd af primzre hele kyllingefostre el-
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ler andefosterceller eller celler afledt fra nyrerne af

nyfodte kyllinger eller llinger.

Cellekulturen inkuberes ved ca. 33 °C til ca. 39 °c, fo-
retrukkent ved ca. 35 °C til ca. 37 °C, indtil hepatitis
A antigen kan pavises enten i cellelaget eller i vavskul-
turvesken. Typisk kraves ca. 7 til ca. 35 dage for udvik-
ling af paviseligt hepatitis A antigen. Antigenet pavises
hensigtsmassigt i cellelaget ved fluorescens-antistofme-
toder, og i vavskulturvesken enten ved immun-adharens-ha-

magglutinationspr¢ve eller ved radioimmun pre¢ve.

Seriepassager in vitro kan udfgres ubegraznset. Med efter-
fplgende passager opnds der bedre adaption af virus til
in vitro dyrkning, hvilket sandsynligg¢res ved hurtigere
forekomst af hepatitis A antigen og produktionen af stor-

re mengder af det virale antigen.

Efter fem eller flere seriepassager in vitro af hepatitis
A virus i de i det foregdende navnte celletyper viser det
sig, at viruset modificeres sdledes, at det let kan dyr-
kes i yderligere celletyper som fglger: humane f¢tale di-
ploide lungefibroblastceller, fptale rhesus-diploide lun-
geceller og fg¢tale cercopithecus-diploide lungeceller.
Disse celletyper er alle hensigtsmessige til anvendelse
ved fremstillingen af levende svakkede humane viralvacci-

ner.

Det humane hepatitis A virus kan sadledes modificeres ved
seriepassager i levere fra sub-humane primater og pafel-
gende seriepassager i cellekulturen og kan anvendes til
tilvejebringelse af en levende, svaekket human viralvacci-
ne og kan desuden dyrkes pa ¢konomisk mdde i sa stor
mengde i cellekultur, at det muligggr produktion af en
tilstrazkkelig mengde viralantigen til fremstilling af en
antigen, immunogen viralvaccine oOg ogsd til fremstilling
af hepatitis A antigen til diagnostiske praparater. Hel
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virus er fordelagtigt frem for virale underenheder ved
diagnose og pavisning af hepatitis. Det er endvidere en
fordel ved praparatet ifglge opfindelsen, at man undgar
at anvende det farlige, patogene virus i diagnostiske la-

boratorier.

Hepatitis A antigenet kan inaktiveres til anvendelse som
vaccine mod hepatitis A virus. Inaktivering af infektivi-
tet kan opnds ved behandling med formalin. Den mangde
formalin, der anvendes, er effektiv til at inaktivere in-
fektiviteten af antigenet, mens det beholder immunogeni-
teten, s& at materialet er effektivt som vaccine. Typisk
fortyndes formalin, 37%'s formaldehydople¢sning, i ca.
1000 til ca. 10 000 dele af antigenpreparatet, og der om-
r¢res ved ca. 4 °C til ca. 60 °C i ca. 2 timer til ca. 30
dage, idet formalinen fortrinsvis fortyndes i ca. 2000
il ca. 6000 dele viruspraparat ved ca. 20 °C til ca. 45
°Cc i ca. 2 dage til ca. 6 dage, sarligt foretrukkent ved
ca. 37 °C i ca. 3 dage.

vVaccinen kan anvendes til at immunisere mod hepatitis A
virus i modtagelige pattedyrearter, som f.eks. egernaber

og chimpanser.

De efterfplgende eksempler forklarer opfindelsen nazrmere.

EKSEMPEL 1

Seriepassage af hepatitis A virus i egérnaber til frem-

stilling af en viral stamme til in vitro dyrkning

(1) Human hepatitis A virus, stamme CR326, overfores til
en Qruppe pa 6 Saguinus mystax egernaber ved intra-
vengs inokulering af blod fra et akut sygt menneske
med hepatitis A efter proceduren af Mascoli et al.,
P.S.E.B.M. 142, 276-282, 1973.
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Disse inokulerede egernaber udvikler for¢ggelse af
serum-isocitrin-dehydrogenase (ICD) enzymvardier in-
den for 30-50 dage efter inokulationen sével som hi-
stologiske @ndringer i leveren p& grund af viral he-

patitis.

En anden passage af CR326-midlet udfgpres i mystax
egernaber ved intravengs inokulering af serum taget
fra dyr fra f¢rste passage i den periode, hvor ICD-
forggelsen finder sted, til en anden gruppe mystax
egernaber. Denne procedure g¢ger yderligere ICD-dan-
nelsen og leverzndringerne som angivet i det forega-

ende.

Tredje, fjerde og femte passage af CR326-midlet i
mystax egernaber udfgres pd lignende méde. Ekstensi-
ve serumneutraliseringspr¢ver udf¢res for at bevise,
at CR326-midlet som propageret i egernaberne faktisk
er humant hepatitis A virus efter proceduren beskre-
vet af Provost et al., P.S.E.B.M. 142, 1267, 1973.

Efter det femte passageniveau udtages levervav fra
en inficeret mystax egernabe pa det tidspunkt, hvor
den forste igangsetning af serum-1CD-forggelsen fin-

der sted.

En 1:1500 fortynding af den homogeniserede lever an-
vendes til at overf¢re CR326-infektionen til S. la-
biatus (rufiventer) egernaber ved intravengs inoku-
lering. Dette udggr den sjette seriepassage i egern-
aber, og den f¢rste passage i rufiventer egernaber.
Levervav udtages pa det tidspunkt, hvor ICD-forggel-
sen indtreder, efter den procedure, der beskrives af
Provost et al., P.S.E.B.M. 155, 283-286, 1977.

En 1:100 oplgsning af den homogeniserede lever an-
vendes til at udfgre en anden seriepassage af CR326-
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midlet i en gruppe pa 24 rufiventer-egernaber. Der
udtages lever af disse dyr som angivet i det foregd-

ende.

(8) Der udfgres ialt 26 seriepassager af CR326-midlet i
rufiventer-egernaber ved gentagelse af leverudtagel-
se, homogenisering, fortynding og intravengs injek-

tion.

(9) CR326-midlet seriepasseres sdledes ialt fem gange i
mystax egernaber og yderligere ialt 26 gange i rufi-

venter egernaber som beskrevet i trin 1-8.

(10) Levervev fra inficerede rufiventer egernaber ved den
24. til 31. egernabe-passage homogeniseres oOg kla-
res. Dette homogeniserede og klarede levervavspro-
dukt tjener som podemedium til in vitro dyrkning af

hepatitis A virus.

EKSEMPEL 2

Dyrkning af hepatitis A virus i egernabe levercellekultu-

rer

(1) En rufiventer egernabe inokuleres intravengst med 1
ml af en 1:100 fortynding af homogeniseret, klaret,
inficeret levervev i form af en vandig ekstrakt

fremstillet som i eksempel 1.

(2) 24-48 timer efter inokulering, f¢r sygdom indtrader,
fjernes en del af leveren fra dyret kirurgisk.

(3) Levervavet hakkes fint pd en plastoverflade med et
barberblad med enkelt kant. Stykkerne vaskes omhyg-
geligt med celledyrkningsmedium indeholdende 20%
kalvefosterserum. De vaskede stykker lagges pd dyrk-
ningsbeholdere af plast eller glas og tilfgres tre
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gange pr. uge et dyrkningsmedium indeholdende Wil-
liams medium E (indeholdende uorganiske salte, ami-
nosyre, vitaminer, D-glucose, glutathion, methyllin-
oleat, phenolr¢dt og natriumpyruvat) plus 20% normal
egernabeserum plus 10"6 molar glucagon plus glut-
amin, penicillin og streptomycin i de sadvanligt an-
vendte mazngder. Dexamethason, 9-fluor-118,17,21-tri-
hydroxy—l6a-methylpregna—1,4—dien—3,20—dion og insu-
1in kan eventuelt vare til stede i en koncentration
pa ca. 10_\6 moler. Mediet anvendes i tynde lag,
f.eks. 2 ml pr. 25 cm2 dyrkningskolbe. Inkubering
foretages ved 35 °C pa en vippeplatform for at give
maksimal luftning. Gasatmosfzren bestdr af 5% car-

bondioxid i luft.

I lgbet af 7 dage begynder en voldsom udgroning af
hepatocyt-lignende epitelceller. Denne udvakst af
store ger af hepatocyt-lignende celler fra vavsstyk-
kerne fortsatter langsomt i flere uger. Der kan ved-
ligeholdes kulturer i yderligere mange uger. Hepato-
cyt-funktion identificeres ved iagttagelse af albu-
min-produktion og produktion af tyrosinaminotransfe-

rase.

Beskrivelsen af egernabe levercellekulturer i 3 0g 4
gelder, hvad enten leveren opas fra normale eller

med hepatitis A inokulerede egernaber.

Hepatitis A viral antigen bestemmes i de kulturer,
der er fremstillet ud fra med virus inokulerede dyr,
begyndende ca. 7 dage efter fremstillingen af kultu-
ren. En sddan iagttagelse muligg¢res ved pafering af
fluorescein-merket humant globulin fremstillet ud
fra human sera fra hepatitis A rekonvalescent pa
acetone-fikserede dekglas-kulturer. Disse preparater
underspges i et lodret fluorescens-Zeiss mikroskop
med et 63X planapochromat objektiv og 10X okularer.
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Hepatitis A viral antigen bestemmes som lysende
gr¢nne fluorescerende granuler lokaliseret i celle-
cytoplasmaet i hepatocyt-lignende celler. Bade an-
tallet af granuler og deres stg¢rrelse forgges i lo¢-
bet af et tidsrum pa ca. 10 uger efter kulturstart.
Store mengder af antigenet forefindes i mindst 16

uger efter kulturstart.

Forholdet mellem granulerne og hepatitis A virus
bevises med de fakta, at a) leverkulturer fremstil-
let fra normale egernaber og ikke udsat for virus
viser aldrig udvikling af den granulzre fluores-
cens, og b) den granulazre fluorescens blokeres spe-
cifikt ved forudgdende tilfgrsel til de fikserede
praparater af human konvalesens hepatitis A sera,
men ikke ved sera fra samme patienter f¢r sygdom-

men.

(9) Det vises ogsd, at disse leverkulturer tilvejebrin-

ger in vitro mangfoldigg¢relse af hepatitis A virus
som fglger. a) 4 uger efter etablering af kulturerne
producerer sdvel overliggende vasker som cellekul-
turekstrakter hepatitis A infektion ved intravengs
inokulering i rufiventer egernabe, b) efter 3 ugers
forlgb og senere kan der vises typiske hepatitis A
viralpartikler, der har de egenskaber, der er be-
skrevet af Provost et al., P.S.E.B.M. 148, 532-533,
1975 i kulturekstrakter ved immun-elektronmikrosko-
pi, og c) efter 3 ugers forlgb og mere kan hepatitis
A vyiral antigen bestemmes ved immun-adhzrenshzmag-
glutination kulturekstrakter efter proceduren af
Miller et al., P.S.E.B.M., 149, 254-261, 1975.
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EKSEMPEL 3

Dyrkning og seriepassage af hepatitis A virus i egernabe-

levercellekulturer inokuleret in vitro

(1)

(2)

(3)

(4)

(5)

(6)

Levervav kirurgisk fjernet fra en normal rufiventer
egernabe pakkes, og der fremstilles cellekulturer
ved samme metode som anvendt for inficeret levervav

i eksempel 2.

Ca. 7 dage efter fremstillingen af cellekulturerne,
ndr udvaksten af hepatocyter er begyndt, inokuleres
kulturerne i 25 cm2 kolber med hepatitis A virus i
form af 0,1 ml af en 4%'s vandig ekstrakt af infice-

ret egernabelever fremstillet som i eksempel 1.

De med virus inokulerede levercellekulturer og som
kontrol anvendte uinokulerede kulturer inkuberes ved
35 °C og behandles tre gange pr. uge som i eksempel
2.

Dekglas fjernes, der acetone-fikseres, farves med
fluorescein-merket hepatitis A antistof-holdigt glo-
bulin og undersg¢ges ved fluorescens-mikrokskopi som

angivet i eksempel 2.

Hepatitis A viral antigen bestemmes i virus-inokule-
rede kulturer, men ikke i kontrolkulturer, fra ca. 7
dage efter inokulering og i stigende grad en 3 ugers
periode til 28 dage. Som i eksempel 2 er antigenet
synligt som lysende gr¢nne fluorescerende cytoplas-
magranuler. Specificitet bevises som i eksempel 2.

Celler og vaesker fra sdvel kontrolkulturer som vi-
rus-inokulerede kulturer hgstes 3-4 uger efter in-
okulering ved frysning og t¢rring af kulturerne tre
gange. Blandingen af brudte celler og dyrkningsvaske
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klares ved centrifugering ved lav hastighed.

En sadan kulturhgst vises yderligere at indeholde
hepatitis A ved a) intravengs inokulering og opnael-
se af infektion p& egernabe, b) elektronmikroskopi
og c) immunadhzrens-hamagglutination som i eksempel
2. I alle tilfzlde er h¢stede kontrolkulturer nega-
tive for hepatitis A virus aktivitet.

En anden in vitro passage af viruset i levercelle-
kultur foretages ved inokulering af 0,2 ml af h¢sten
fra passage 1 (trin 6) i det foregdende) i nye cel-
lekulturer i 25 cm2 kolber fremstillet ud fra normal
abenyrelever. Et mgnster af viral vakst og bestem-
melse opnas, som i meget he¢j grad svarer til det,

der skitseret i trin 5-7.

En sadan seriepassage in vitro af viruset i egern-
abeleverkulturer udfgres fem gange og kan udfgres
uendeligt. Med ¢get antal passager opnds bedre adap-
tion af viruset til in vitro vakst med hurtigere
tilsynekomst af store mengder cytoplasmiske fluores-

cerende granuler.

Der anvendes ogsa et yderligere kriterium for at vi-
se, at det i denne cellekultur dannede stof rent
faktisk er human hepatitis A virus. Hgsten fra fjer-

de seriepassage far lov at reagere med serum fra hu-

man hepatitis A patienter pd prasygdomsstadiet og

'ved_rekonvalescensstadiet for inokulation af celle-

kulturer. Viruset neutraliseres, dvs. det overforer
jkke infektion til cellekulturen, af rekonvalen-

scenssera, men ikke af prasygdomssera.
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EKSEMPEL 4

Dyrkning og seriepassage af hepatitis A virus i primere

afrikansk gr¢n abe-nyrecellekulturer

(1)

(2)

(3)

(4)

(5)

(6)

(7)

Nyrer fjernes kirurgisk fra hepatitis A antistof-
frie afrikanske gr¢nne aber. Ved standardteknologi
hakkes nyrerne og trypsiniseres, og der fremstilles
enkeltlagscellekulturer.

Cellekulturerne vokser nasten sammen i lgbet af 5-7

dage pa et medium bestdende af Eagle minimal essen-
tial medium indeholdende 10% kalvefosterserum.

Ved nazsten sa;menvoksning erstattes kKulturmediet med
samme medium, men kun med O0,5% kalvefosterserum.
Hver 25 cm2 kolbekultur indeholdende 5 ml medium in-
okuleres med 0,2 ml af en 4%'s vandig ekstrakt af
egernabelever fremstillet som de i eksempel 1.

Kulturerne inkuberes ved 35 °C og behandles en gang
om ugen. Dakglas fjernes, der fikseres og unders¢ges
ved immunofluorescens som i eksempel 2 med periodis-

ke intervaller.

Hepatitis A viral antigen bestemmes sdledes i virus-
inokuleret, men ikke i wuinokuleret kontrolkultur,
begyndende ca. 7 dage efter inokulering og stigende
i lgbet af en 3 ugers periode til 28 dage. Som 1
eksempel 2 og 3 er antigenet synligt som lysende
grgonne fluorescerende cytoplastiske granuler. Speci-

ficitet bevises som i eksempel 2 og 3.
Cellekulturer h¢stes som i eksempel 3.

Tilstedevarelsen af hepatitis A virus vises yderli-

gere i cellekulturhgst ved a) inokulering af egern-
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aber med sygdom til fg¢lge, b) immun-elektronmikro-
skopi og c) immun-adh@renshzmagglutination som i
eksempel 2 og 3. I alle tilfazlde er produkter h¢stet
fra uinokulerede kontrolkulturer frie for hepatitis

A virus.

Seriepassage in vitro af hepatitis A virus i primzre
gr¢n abe nyrecellekulturer udfgres pa samme made som
beskrevet for egernabe-leverkulturer i eksempel 3.

S&dan seriepassage kan udfgres uendeligt.

EKSEMPEL 5

Dyrkning og seriepassage af hepatitis A virus i andre

cellekulturer

(1)

(2)

(3)

Under anvendelse af metoder som beskrevet i eksempel
4 viser det sig, at hepatitis A virus ogsa kan dyr-
kes og seriepasseres i cellekulturer af f¢lgende ty-
per: a) fotal rhesusabe-nyrecellelinie (FRhK-6), b)
primare kyllingefoster-cellekulturer og c) foptal ru-
fiventer egernabe-nyrecellelinie. Positive resulta-
ter i alle disse kulturer er baseret pd inokulering
af kulturerne med hepatitis A virus afledt som i

eksempel 1.

Hepatitis A virus seriepasseres fem gange i FRhK-6
cellelinie som i det foregdende. Virushgsten fra
femte passageniveau viser sig positivt at inficere
humane diploide lungefibroblast-cellekulturer, ba-
seret pd kriterier som i eksempel 2, 3 og 4. Hepa-
titis A virus infektionen kan derefter seriepasseres

i den humane diploide linie.

Hepatitis A virus seriepasseres fem gange i FRhK-6
cellelinie som i (1). Den ved femte passageniveau
opndede virush¢st findes positivt at inficere fotale



10

15

20

25

30

35

DK 158743B

13

diploide rhesusabe-lungecellekulturer (FRhL-2), ba-
seret pa kriterier som i eksempel 2, 3 og 4. Hepati-
tis A virusinfektionen kan derefter seriepasseres i

rhesus~diploidlinien.

EKSEMPEL 6

Fremstilling af vevskulturdyrket, levende, svakket hepa-

titis A viral vaccine

(1)

(2)

Hepatitis A virus fremstillet som i eksempel 1 se-
riepasseres in vitro i primere afrikansk gr¢n abe-
nyrecellekulturer som angivet i eksempel 4. Celle-
kulturhgst af viruset ved passageniveau 5 og derover
vises at inducere hepatitis A antistof ved intrave-
ngs inokulering i rufiventer egernaber i en mengde
pd 1000 50%'s vavskultur-infektionsdoser som frem-
stillet ved fortynding af hgsten i fysiologisk salt-
vand, men ikke at bevirke &benbar sygdom i dyrene
som malt ved serum-isocitrindehydrogenase-vardier
(ingen overskred 1500 sigmaenheder) og leverhistopa-
thologien (der blev kun noteret mindre @ndringer).
De dyr, hvori hepatitis A antistof dannes mod det
vaevskulturdyrkede virus, bliver resistente over for
infektion, hvilket infektionsforsgg med 1000 50%'s
egernabe-infektionsdoser af hepatitis A virus inji-
ceret intravengst viser. Det vavskultur-passerede
hepatitis A virus er modificeret saledes ved frem-
gangsmdden, at det udg¢r en levende, svakket hepati-

tis A viralvaccine.

Hepatitis A virus, der pa tilsvarende made blev pas-
seret in vitro i kulturer af f¢tale rhesusabe-nyre-
celler (FRhK-6) eller f¢tale rhesusabe-diploid lun-
geceller (FRhK-6) eller primare kyllingefosterceller
eller humane diploide lungefibroblastceller (MRC5,
WI-38) eller fo¢tale rufiventer egernabe-nyrecel-
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lelinier, blev tilsvarende svekket efter 5 eller
flere seriepassager og kunne anvendes som en le-

vende, svakket vaccine.

EKSEMPEL 7

Fremstilling af vevskulturdyrket, formalin-inaktiveret

hepatitis A viral vaccine

(1)

(2)

(3)

(4)

(5)

Hepatitis A virus fremstillet som i eksempel 1 og 6
udsazttes for 5 seriepassager in vitro i cellekultur-

er i primere abenyreceller som i eksempel 4 og 5.

Ved det femte passageniveau eller ved hgjere passa-
geniveauer h¢gstes cellekulturerne efter 3 ugers in-
kubering ved 35 °C, eller pa et sadant tidspunkt,
hvor indholdet af hepatitis A viral antigen fra den
homogeniserede kultur er pa ca. 8 eller flere enhe-
der malt ved immun-adhazrenshamagglutination.

Cellekulturhgst opnds ved frysetgrring af de hele
kulturer to gange, afstrygning af cellelagene over i
kulturvasken og homogenisering af hele blandingen
ved udsattelse for ultralyd i 15 sekunder.

Produktet klares ved centrifugering ved lav hastig-
hed, opvarmes ved 60 °C i 1/2 time, oOg gencentrifu-
geres ved lav hastighed til yderligere klaring af

vasken.

vVaesken filtreres derpd gennem 0,45 mikron kalve-in-
fusionsbehandlet Millipore-filtre. Dette produkt be-
handles med 1:4000 formalin i 4 dage ved 35 °C under
kontinuerlig omr¢ring. Formalinen neutraliseres del-
vis efter endt behandling med natriumbisulfit, hvil-
ket giver et restformalinindhold p& 10 aug/ml pro-
dukt.
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(6) Produktet indstilles med phosphatpufret saltvand til
at indeholde 101° 27 nm hepatitis A virus partikler
pr. ml og opbevares ved 4 °C.

(7) Produktet er fri for infektigs hepatitis A virus,
ndr det pr¢ves ved intravengs inokulering i rufiven-

ter egernaber.

(8) Produktet er potent som hepatitis A viral vaccine,
idet en eller flere subcutane injektioner pé 1 ml i

15

20

25

30

35

rufiventer égernaber bevirker dannelsen af pavise-
ligt hepatitis A antistof, og dyrene g¢res immune
for udsettelse for 1000 50%'s egernabe-infektionsdo-

ser af hepatitis A virus.

(9) Hepatitis A virus behandlet pad tilsvarende made,
bortset fra, at det f¢res gennem 5 seriepassager in
vitro i cellekultur i trin 1 i f¢tal rhesusabenyre-
cellelinie (FRhK-6) eller i primazre kyllingefoster-
celler, eller i humane diploide lungefibroblastcel-
ler (MRC5 eller Wi-38), eller i fgptale rhesusabe-di-
ploid lungefibroblaster (FRhL-2) giver et tilsvaren-
de produkt, der er frit for infektigs hepatitis A

virus, men er potent som hepatitis A viral vaccine.
EKSEMPEL 8

Et diagnostisk antigen omfattende enten levende hepatitis
A virus fremstillet som i eksempel 1-7 eller samme virus
efter formalininaktivering anvendes i serologiske tests
(f.eks. radioimmunoprgven med hel virus som angivet i
Purcelle et al., J. Immunol. 116, 349 (1976)) til diag-
nose af hepatitis A sygdom.
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Patentkrravwv:

1. Fremgangsmdde til fremstilling af et levende, svakket
hepatitis A virus ved modificering og dyrkning af hepati-
tis A viruset i cellekultur, kende tegne t wved,
at man modificerer viruset ved mindst én passage deraf i
en modtagelig sub-human primat, fjerner den inficerede
lever, inokulerer en in vitro cellekultur med den infice-
rede lever, dyrker ved inkubering af cellekulturen,
indtil hepatitis A antigen kan pavises i kulturcellerne
eller -vasken, og passerer viruset yderligere mindst én

gang in vitro i cellekultur.

2. Fremgangsmadde ifglge krav 1, k e n detegnet
ved, at den sub-humane primat er en egernabe, en ugleabe,
en rhesusabe, en afrikansk gr¢n abe, en cynomolgus abe

eller en chimpanse.

3. Fremgangsmade ifglge krav 2, k e n detegnet
ved, at egernaben er Saguinus mystax eller S. labiatus

(rufiventer).

4. Fremgangsmadde ifglge krav 1, k e n detegnet
ved, at man anvender mindst fem passager af hepatitis A

virus i sub-humane primater.

5. Fremgangsmade ifglge krav 1, kendetegnet
ved, at viruset passeres mindst to gange i hver af to
forskellige arter af modtagelige sub-humane primater.

6. Fremgangsméde'if¢lge krav 1, kende tegnet
ved, at cellekulturerne bestdr af primezre, kontinuerligt
dyrkede eller transformerede celler afledt fra primat-

lever eller -nyre.
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7. Fremgangsmdde ifgplge krav 1, k end e t egne t
ved, at hepatitis A viruset seriepasseres mindst fem
gange i en cellekultur, der er egnet til brug i forbin-
delse med human vaccine, hvilken cellekultur er valgt
blandt humane diploide lungefibroblaster, primare
afrikansk gr¢n abe nyreceller, primare kyllingefoster-fi-
broblaster eller fgptale rhesus-diploide lungeceller.

8. Diagnostisk praparat omfattende et levende, svakket
hepatitis A virus, k ende tegnet ved, at viruset

er opnaet ved fremgangsmaden ifglge krav 1.

9. Praparat ifglge krav 8, kende t e g:n e t ved, at
det er inaktiveret ved kontakt med et middel, der er i

stand til at inaktivere viruset.
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