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Sammendrag:

Metoder til rensning af hepatitis A virus (HAV), der kan
tilpasses kommerciel milestok, og fremstilling af speci-
fikke HAV-vacciner, herunder formalin-inaktiveret HAV og
svakket HAV,
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Hepatitis A virus (HAV) er et morfologisk, biokemisk og
immunologisk sarskilt picornavirus, der er det etiolo-
giske middel for infekties hepatitis i mennesker. Som
andre picornavira indeholder HAV et enkeltstrenget, posi-
tiv-sense, infektiest RNA-genom. Der er beskrevet hoved-
capsidproteiner, VP1 (32-33 kDa), VP2 (26-29 kDa), VP3
(22-27 kDa) og VP4 (10-14 kDa). HAV er nu blevet klonet
og sekvenseret, se f.eks. Najarian, R. et al., Proc.
Natl. Acad. Scia. 82, 2627 (1985). For nyere oversigter,
se f.eks. Gerety, R.J. (udg.) Hepatitis A Academic Press
1984; Feinstone, S.M. Progress in Liver Diseases, 8, 299
(1986) og Mijch, A.M. et al., Seminars in Liver Diseases,

6, 52 (1986).

Forskellige metoder er blevet udarbejdet til delvis rens-
ning af HAV-virioner med det formal at studere og indlede
karakterisering. Se f.eks. Hornbeck, C.L. et al., Inter-
virology 6, 309-314 (1975); Locarnini, S.A. et al., In-
tervirology 10, 300-308 (1978); Siegl, G. et al., J. Vi-
rol. 26, 40-47 (1978); Siegl, G. et al., J. Gen. Virol.
57, 331-341 (1981); Siegl, G. et al., Intervirology 22,
218 (1984); Hughes, J.V. et al., J. Virol. 52, 465 (1984)
og Wheeler, C.M. et al., J. Virol, 58, 307 (1986). Hver
af disse metoder geor brug af et eller flere trin, der
nzppe vil kunne godkendes af Food and Drug Administration
i USA til afprevningsformal og efterfelgende salg af vac-
Cine mod HAV. F.eks. anvendes der hyppigt detergenter
og/eller eksogene enzymer. Endvidere gor alle disse meto-
der brug af besvarlige, upraktiske og for kostbare trin,
sasom saccharosegradient—centrifugering og CsCl-
densitetsgradient—centrifugering.

Det har nu overraskende vist sig muligt at tilvejebringe
fremgangsmader til opn&else af meget rent HAV uden anven-
delse af detergenter eller eksogene enzymer. Endvidere

kan de heri omhandlede metoder let udvides til kommerciel
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produktion. Desuden er det lykkedes at tilpasse disse
metoder til MRC-5 vertsceller, som er godkendt af Food
and Drug Administration til produktion af human vaccine.

Den foreliggende opfindelse angar saledes metoder til i
alt vesenligt at rense hepatitis A virus (HAV), hvilke

fremgangsmidder omfatter felgende trin:

a) dyrkning og hest af celler inficeret med HAV,
b) lyse af de heostede celler ved lydbehandling,
c) ekstraktion af lysatet og bibeholdelse af den

vandige fase,

d) koncentrering af den vandige fase med en vandop-

loselig syntetisk polymer, der kan udfalde HAV,

e) ekstraktion af det udfazldede HAV og bibeholdelse

af den vandige fase,

f) underkastelse af den vandige fase for ionbyt-

ningschromatografi, og

g) gelfiltrering af fraktioner indeholdende HAV,
hvilket giver i alt vasentligt renset HAV.

Disse processer kan tilpasses kommerciel skala og er
sandsynlige kandidater for kommerciel produktion af FDA-
godkendt, inaktiveret HAV sdvel som svakket HAV, til vac-

cinationsformal.

De kommercielt tilpasselige rensningsprocesser ifelge
opfindelsen omfatter rensning af et vilkarligt hepatitis
A virus, svaekket eller ikke svakket, i en vilkarlig cel-

lelinie eller kultur, der er modtagelig for infektion med
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hepatitis A virus. F-stammen af CR-326 isolatet propage-
ret i MRC-5 celler blev anvendt i den foreliggende opfin-
delse for at forklare denne n®rmere, og det er faktisk en
svekket stamme. Andre stammer og/eller serotyper er om-
fattet af opfindelsen, herunder HAV-stammer, der kan
svezkkes ved konventionel teknik. Andre cellelinier omfat-
ter Vero, FL, WI-38 og FRHk6-celler. Disse og andre sy-
stemer til HAV-propagering i cellekulturer er diskuteret
i Gerety, R.J. "Aktive Immunization Against Hepatitis A",
i Gerety, R.J. (udg.) Hepatitis A Academic Press 1984, s.
263-276 og Ticehurst, J.R. Seminars in Liver Disease 6,
46-55 (1986). I princippet kan enhver cellelinie, sasom
enhver diploid fibroblastcellelinie, tjene som vertscel-
le, forudsat at den er modtagelig for HAV-infektion. Den

foretrukne cellelinie er MRC-5.

I den efterfglgende beskrivelse svarer afsnitnummeret til
nummeret pd stremningsdiagrammet.

1. HAV-inficerede celler dyrkes og hestes ved en
vilkarlig af en rakke forskellige konventionelle teknik-
ker. Vekstbetingelser, herunder udvalgelse af medier,
afhenger af de krav, den anvendte cellelinie har. For
MRC-5 celler er tilknytningen til et substrat nedvendig,
sa skrabning af celler eller trypsinering er et krav for
hgst. Andre celletyper, der er nyttige i forbindelse med
den foreliggende opfindelse, omfatter de, der er i stand
til at gro i suspension. Suspensionscellekulturer centri-

fugeres normalt til dannelse af en pellet af cellerne.

2. Efter vakst og hest lyseres de HAV-inficerede
celler ved en vilkdrlig af en eller flere af forskellige
teknikker, herunder, men ikke udelukkende, udsattelse for
hypotonisk puffer, vortexbehandling, skiftende nedfrys-
ning og optening samt lydbehandling. Det har vist sig, at
lysbehandling kraves til lyse af HAV-inficerede MRC-5



10

15

20

25

30

35

DK 173215 B1

celler, hvilket resulterer i effektiv frigerelse af vi-
rioner fra cellen. Enhver frigerelse af HAV-virioner fra
en sgnderdelt vartscelle kaldes her "lyse". Det menes, at
lydbehandling effektivt frigiver HAV-virioner fra den
subcellulere pseudokrystallinske tilstand i cellen. Det
vil forstds, at foruden lydbehandling kan mange kombina-
tioner med hyponisk lyse, vortexbehandling eller nedfrys-
ning-optening anvendes til opndelse af passende og effek-
tiv lyse af celler. Det foretrakkes for tiden iser at
anvendes folgende trin til lyse af HAV-inficerede MRC-5

celler:

a) optening af tidligere frosne, hostede celler i
ror ved tilsetning af lysepuffer (10 mM Tris-HCl1l pH 7,5,
10 mM NaCl, 1,5 mM MgCl,),

b) kraftig vortexbehandling (10-15 sekunder ved
stilling 10 i en Vortex-Genie),

c) nedfrysning-optening en eller flere gange ved
successiv udsattelse hver gang for et bad med ethanol og

toris og et 37 °C varmt vandbad, og

d) lydbehandling en eller flere gange i 30 sekunder
ved den maksimale spanding fra en cuphornssonicator med
et cirkulerende is-vandbad (Branson Sonifier Cell Disrup-

ter 185 og Ultrasonics cuphorn),

hvilket gav et sonicat.

3. Efter lyse fortyndes HAV-inficerede celler, der
nu er en lyseret suspension, eller et sonicat, med puffer
og underkastes derpa organisk ekstraktion. Sadan ekstrak-
tion fjerner blandt andre forureninger lipid og lipid-
lignende stoffer. Felgelig fortyndes sonicatet med en

vilkarlig af en rakke forskellige puffere, herunder
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phosphatpufret saltvand, Tris, carbonat, bicarbonat eller
acetatpuffere. Da HAV-virioner sandsynligvis er syresta-
bile, kan puffere i et pH-omrdde, der er surt, ogsi udge-
re mulige substitutter. Det har vist sig, at tilstedeva-
relsen af MgCl, i pufferen i alt vasentligt nedsatter
virionudbytter. Den mest foretrukne puffer er TNE (10 mM
Tris-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA).

Sonicater fortyndet med puffer ekstraheres derpa
ved tilsatning af en blanding af en halogeneret lavere
alkan, sasom methylenchlorid, og et antiskumningsmiddel,
sasom isoamylalkohol. Volumenforholdet mellem halogeneret
lavere alkan og antiskumningsmiddel ligger mellem ca.
15:1 og ca. 50:1, foretrukkent mellem ca. 20:1 og 30:1.
Det har vist sig, at methylenchlorid er bedre end chloro-
form i dette trin. HAV-virioner forbliver i den vandige

fase og gransefladen.

Sonicatet ekstraheres mest foretrukkent organisk
ved tils®tning af et lige sd stort volumen methylenchlo-
rid:isoamylalkohol (24:1 efter volumen) med vortexbehand-
ling i 1 minut og centrifugere ved 3 000 omdr./min. i 10
minutter ved 20 °C i en IEC-centrifuge (~3 000 g) for at
opnd faseadskillelse. Den vandige fase gemmes, den orga-
niske fase bortkastes, og den mellemliggende granse gen-
ekstraheres med et volument TNE-puffer 1lig med en tredje-
del af det oprindelige prevevolumen ved vortexbehandling
og centrifugering som fer. De to vandige faser samles, og
volumen males, hvilket giver hepatitis A virus i organisk

ekstraherede cellelysater.

4, Neste trin involverer koncentrering med en vand-
opleselig syntetisk polymer, der kan udfalde proteiner.
Det foretrakkes at koncentrere de organisk ekstraherede
cellelysater med polyethylenglycol (PEG) under anvendelse
af en molekylvaegt p& mellem ca. 2 000 dalton ©og ca.



10

15

20

25

30

35

DK 173215 B1

12 000 dalton. Typisk sattes der en NaCl til lysatet til
en slutkoncentration pad mellem ca. 150 mM og ca. 500 mM,
hvorpa PEG tilsazttes til en slutkoncentration pa mellem
ca. 2% efter vagt-volumen og ca. 10% efter vagt-volumen.
Det foretrakkes is@r at indstille organisk ekstraherede
cellelysater til ca. 500 mM NaCl og derpd tilvejebringe
ca. 4% efter vagt-volumen lysat i PEG (MW~8 000 dalton).
Efter udfeldning centrifugeres de resulterende 4% PEG-
lysater, supernatanten bortkastes, og PEG-pellet re-
suspenderes til yderligere behandling. Den resuspenderede
PEG-pellet lydbehandles foretrukkent fer den anden orga-
niske ekstraktion som beskrevet i det felgende. Produktet

fra trin 4 er resuspenderet, lydbehandlet PEG-pellet.

5. Resuspenderet, lydbehandlet PEG-pellet ekstrahe-
res ved tilsztning af en blanding af en halogeneret lave-
re alkan, sAsom chloroform, og et antiskumningsmiddel,
sdsom isoamylalkohol. Volumenforholdet mellem halogeneret
lavere alkan og antiskumningsmiddel er mellem ca. 15:1 og
ca. 50:1, foretrukkent mellem ca. 20:1 og 30:1. Det har
nu overraskende vist sig, at denne anden organiske eks-
traktion i alt vasenligt forbedrer renheden af det ende-
lige HAV-produkt. I modsatning til den forste organiske
ekstraktion (se afsnit svarende til trin 3) har det end-
videre overraskende vist sig, at i den anden organiske

ekstraktion er chloroform bedre end methylenchlorid.

Trinnene i den anden ekstraktion udferes fore-

trukkent som felger:

Det lydbehandlede, resuspenderede bundfald rote-
res ved 200 omdr./min. pd en orbital platformsryster i 1
time ved 4 °C. Den resuspenderede PEG 8 000 pellet eks-
traheres organisk ved tilsetning af et lige s& stort vo-
lumen chloroform:isoamylalkohol (24:1 efter volumen) un-

der kraftig vortexbehandling og klares derpad ved centri-
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fugering ved 4 000 g i 10 minutter ved 20 °C. Den vandige
fase gemmes, gransemazngden og den organiske fase geneks-~
traheres med et volumen TNE-puffer lig med en tredjedel
af volumenet af den oprindelige prove, og de to vandige
faser kombineres, hvilket giver ekstraheret PEG-pellet.

6. I de fleste tilfazlde er det enskeligt at udfere
mindst ét trin med anionbytningschromatografi efter den
anden organiske ekstraktion. Ekstraheret PEG-pellet eller
ekstraheret polymer-pellet underkastes ionbygningschroma-
tografi p& en harpisk, gel eller matrix med positiv led-
ning. Typiske anionbyttermatricer omfatter, men er ikke

begranset til:

DEAE-cellulose
DEAE-agarose

DEAE-Biogel

DEAE-dextran
DEAE-Sephadex
DERE-Sepharose
Aminohexyl-Sepharose
Ecteola-cellulose
TEAE-cellulose
QAE-cellulose

mono-Q eller

benzoyleret diethylaminoethylcellulose.

Den foretrukne anionbytter er DEAE-Sepharose CL-
6B (Pharmacia). Generel baggrundsinformation om ionbyt-
ningschromatografi kan f.eks. findes i E.A. Peterson,
"Cellulosic Ion Exchangers" i Work, T.S. et al., Labora-
tory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology,
bind 2, del II, side 223 et seq. North-Holland 1970.

En overvejende virkning af anionbyttere pd den
ekstraherede PEG-pellet er fjernelsen af DNA. I princip-
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pet kan anionbytning derfor erstattes med tilsatningen af
og fjernelsen DNAse eller ved alternative behandlinger
til fjernelse af DNA ved dette trin af rensningsproces-

sen.

7. Et endeligt trin med gelfiltreringschromatografi
folger anionbytning. Typisk anvendes Sepharose Cl1-4B
(Pharmacia), men talrige andre typer gelfiltreringsmatri-
cer kan anvendes i stedet for. Se f.eks. Fischer, L.,
"Gel Filtration Chromatography” i Work, T.S. et al.,
Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biol-

ogy Elsevier 1980.

Mens den szrlige sekvens af chromatografiske
trin af anionbytning efterfulgt af gelfiltrering er typi-
ske for rensning af HAV ifelge opfindelsen, vil det for-
stads, at sekvensen kan varieres. F.eks. kan gelfiltrering

g4 forud for anionbytning.

Andre konventionelle eller kendte trin, der normalt an-
vendes ved rensning af virusproteiner eller virioner, kan
tilfejes fremgangsmidden til rensning af HAV. Disse trin

omfatter, men er ikke begranset til:

a) selektiv adsorption eller fordeling pa en fast

fase, f.eks. silicagel, calciumphosphat-kul eller celit-

aluminiumoxid,

b) hydrofob chromatografi med f.eks. butylagarose,
og

c) selektiv ekstraktion med andre oplesningsmidler

eller reagenser.

d) En yderligere udfeldning er et andet trin, der
er nyttigt til isolering af HAV. Andre metoder omfatter
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e) chromatografi ved en vilkarlig standardmetode,
herunder tyndtlag, gel, molekylsigte, molekyleksklusion,
ionbytning, ligandaffinitet, immunoaffinitet, ved elek-

troforese,

f) oplesningsmiddelfraktionering ved tofaseekstrak-

tioner, f.eks. med PEG og dextran,

q) dialyse, ultrafiltrering eller diafiltrering,
h) densitetsgradientcentrifugering,

i) elektrofokusering,

j) fryseterring, lyofilisering eller

k) krystallisation,

1) tilsetning af proteaseinhibitorer og/eller che-

lateringsmidler til puffere eller

m) substitution af en puffer med en anden.

Denne liste er pd ingen mdde udtemmende. Rekkefolgen er
ikke en indikation af den foretrukne rensningsrakkefelge.
Det vil forstds, at en heldig rensning af HAV kan omfatte
vilkarlige, nogle eller alle trin a)-m).

Yderligere behandlingstrin af konventionel og velkendt
karakter er eller kan vare pakravede for at fremstille
renset HAV til en vaccine. F.eks. er behandling med for-
malin, sterilfiltrering og adsorption til barere eller
adjuvanser typiske grundliggende trin for fremstilling af
formalin-inaktiveret vaccine. Se f.eks. Provost, P.J. et
al., Proc. Soc. Exp. Biol. Mec. 160, 213 (1979); Provost,
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P.J. et al., J. Med. Virol. 19, 23 (1986). HAV kan inak-
tiveres med varme, ved pH-andringer, behandling med orga-
niske oplesningsmidler, ultraviolet bestraling eller ud-
sattelse for formalin. Det vil forstas, at den forelig-
gende opfindelse foruden F-stammen af C-326 af HAV omfat-
ter enhver anden HAV-stamme, hvad enten den er svakket
eller ej. Svakkede stammer kan isoleres ved rakkepassage
gennem celler, dyr eller ved andre metoder. Se f.eks.
Provost, P.J. et al., Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 170, 8
(1982); Provost, P.J. et al., J. Med. Virol. 20, 165
(1986) for detaljer vedrorende svakKkelse. Rensningsmeto-
der i forbindelse med den foreliggende opfindelse kan let

tilpasses svakkede eller usvakkede stammer.

I den foreliggende opfindelse indeholder lavere alkan 1-6

carbonatomer.

opfindelsen forklares narmere ved hjelp af det efterfol-

gende eksempel.
EKSEMPEL

Fremgangsmadde til rensning af hepatitis A virus (HAV) fra
MRC-5 celler

A. Cellesonderdeling.

MRC-5 celler inficeret med svakket HAV (stamme F af CR-
326) blev hestet ved skrabning og frysning ved -70 °c i
fire rulleflaskezkvivalenser pr. ror. To ror blev opteet
ved tilsetning af 3 ml lysepuffer pr. rer (10 mM Tris-HC-
1l pH 7,5, 10 mM NaCl, 1,5 mM MgCl:) og ved kraftig vor-
texbehandling (10-15 sekunder ved stilling 10 i en Vor-
tex-Genie) og blev derpa holdt pa vad is i 15 minutter.
Lysaterne blev to gange frosset og optwet i1 et bad af

ethanol og teris og et vandbad ved 37 °C, og hvert rer
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blev lydbehandlet tre gange i 30 sekunder i maksimal
spending med en cuphorn sonicator med cirkulerende is-
vandbad (Branson Sonifier Cell Disrupter 185 og Ultraso-
nics cuphorn). Sonicaterne blev samlet og provet for pro-
tein under anvendelse af en Bradford-proteinpreve (Bio-
Rad) med BSA (Bovine Serum Albumin) som standard og derpa
indstillet til 3 mg protein pr. ml i TNE-puffer (10 mM
Tris-HC1 pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA) . Sonicatet blev
organisk ekstraheret ved tilsatning af et lige s& stort
volumen methylenchlorid:isoamylalkohol (24:1 efter volu-
men) under vortexbehandling i 1 minut og blev centrifuge-
ret ved 3 000 omdr./min. i 10 minutter ved 20 °C i en
IEC-centrifuge (~3 000 g) til opndelse af faseadskillel-
se. Den vandige fase blev gemt, den organiske fase blev
bortkastet, og det mellemliggende blev genekstraheret med
et volumen TNE-puffer lig med en tredjedel af det oprin-
delige proevevolumen ved vortexbehandling og centrifuge-
ring som for. De to vandige faser blev samlet, og volume-
net blev malt, hvilket gav hepatitis A virus i organisk

ekstraherede cellelysater.
B. Polyethylenglycol-(PEG)udf&ldning.

Hepatitis A virus i de organisk ekstraherede cellelysater
blev koncentreret ved polyethylenglycoludfaldning (PEG).
Lysater blev indstillet til 500 mM NaCl og 4% efter vagt-
volumen i PEG 8 000 ved tilsatning under kraftig omrgring
af 40%'s efter vagt-volumen PEG 8 000 (fremstillet i 10
mM Tris-HC1 pH 7,5, 500 mM NaCl, 1 mM EDTA). 4%'s PEG-
lysaterne blev holdt ved 4 °C i 1 time derpad centrifuge-
ret ved 1 500 g i 10 minutter ved 4 °C i en Beckman HB-4
rotor. Supernatanten blev fjernet, 0g PEG-pellet blev
gensuspenderet ved kraftig vortexbehandling i 10 ml1 10 mM
Tris-HC1 pH 7,5, 150 mM NaCl, 10 mM EDTA og ved lydbe-
handling tre gange i 30 sekunder ved maksimal spanding i
en cuphorn-sonicator med et cirkulerende isvandbad som
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beskrevet i det foregdende. Det lydbehandlede, gensuspen-
derede bundfald blev derpd roteret ved 2 000 omdr./min.
pa en orbital platformsryster i 1 time ved 4 °C. Den re-
suspenderede PEG 8 000-pellet blev organisk ekstraheret
ved tilsztning af et lige s& stort volumen chloro-
form:isoamylalkohol (24:1 efter volumen) med kraftig vor-
texbehandling og derpd klaret ved centrifugering ved

4 000 g i 10 minutter ved 20 °C. Den vandige fase blev
gemt, den organiske fase og den mellemliggende del blev
genekstraheret med et volumen TNE lig med en tredjedel af
det resuspenderede PEG-pelletvolumen, og begge vandige
faser blev kombineret, hvilket gav resuspenderet PEG-

pellet.

C. Ionbytning og gelfiltreringschromatografi.

Den resuspenderede PEG-pellet blev indstillet til 350 mM
NaCl og chromatograferet ved en pumpehastighed pa 3
ml/minut over en 2 ml DEAE-Sepharose CL-6B (Pharmacia)
sojle fremstillet i Kontex Flex sgjle (1,0 x 5,0 cm) og
bragt i ligevagt i 10 mM Tris-HC1l pH 7,5, 350 mM NaCl, 1
mM EDTA. De forste 15 ml eluat blev samlet og chromato-
graferet gennem en Sepharose CL-4B (Pharmacia) sejle (2,6
x 95 cm), bragt i ligevagt i TNE-puffer drevet ved en
pumpehastighed p& 20 ml/time. Fraktioner pa 5 ml blev
samlet, hvilket gav i alt vasenligt renset, svakket HAV.
Fraktioner indeholdende HAV blev identificeret ved HAVAG
RIA (Abbot Laboratories), kombineret, gjort steril ved
filtrering gennem et Millex GV-0,22 n filter (Millipore)
og opbevaret ved 4 °C. Koncentrationen af HAV i den sam-
lede portion blev bestemt ved kvantitativ HAVAG RIA, og
proven blev koncentreret (om nedvendigt) i en Amicon ul-

trafiltreringscelle udstyret med en YM100 membran.
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Med en prove pa 6 ng renset HAV detekterede SDS-
polyacrylamidgel-elektroforese ikke nogen urenheder efter

sglvfarvning og Western-blotting.

Det vil selvsagt forstas, at der kan foretages sadvanlige
variationer, tilpasninger, modifikationer, udeladelser
eller tilfejelser af procedurer og forskrifter beskrevet

heri inden for opfindelsens rammer.

Opfindelsen forklares nazrmere ved hjelp af stremningsdia-

grammet:
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PATENTIE KRAYV

1. Fremgangsmdde til rensning af Hepatitis A virioner
(HAV) i vzsentlig grad, Xk end e t e gn e t ved, at den

omfatter felgende trin:

a) dyrkning og hest af celler inficeret med HAV,
b) lyse af de hestede celler ved lydbehandling,
c) ekstraktion af lysatet og bibeholdelse af den

vandige fase,

d) koncentrering af den vandige fase med en vandop-
leselig syntetisk polymer, der kan udfalde HAV,

e) ekstraktion af det udfzldede HAV og bibeholdelse
af den vandige fase,

f) underkastelse af den vandige fase for ionbyt-

ningschromatografi, og

g) gelfiltrering af fraktioner indeholdende HAV,
hvilket giver i alt vesentligt renset HAV.

2. Fremgangsmide ifplge krav l, Xk ende t e gnet
ved, at de med HAV inficerede celler er MRC-5 celler.

3. Fremgangsmade ifelge krav 2, k ende t e gnet
ved, at HAV er F-stammen af CR-326.

4. Fremgangsmade ifolge krav 1, Xk end e t e gnet
ved, at HAV er eller bliver svakket for dyrkning og hest

ifglge trin a).
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5. Fremgangsmade ifelge krav 1, kendetegnet
ved, at ekstraktionen 1 trin c) udferes ved tilsatning af
en blanding af isoamylalkohol og en halogeneret lavere
alkan, hvilken blanding omfatter ca. et volumen isoamy-
lalkohol og mellem ca. 20 og ca. 30 volumen halogeneret

lavere alkan.

6. Fremgangsmade ifelge krav 5, kendetegnet

ved, at den halogenerede lavere alkan er methylenchlorid.

7. Fremgangsmade ifelge krav 1, kendetegne t
ved, at den vandopleselige syntetiske polymer i trin d)
er polyethylenglycol med en molvegt pid mellem ca. 2 000
dalton og ca. 12 000 dalton, hvilken polyethylenglycol
har en slutkoncentration i den vandige fase pd mellem ca.

2 og ca. 10% efter vagt/volumen.

8. Fremgangsmide ifelge krav 1, kendetegnet
ved, at den vandopleselige syntetiske polymer i trin d)
er polyethylenglycol med en molekylvaegt pad ca. 8 000 dal-
ton, hvilken polyethylenglycol har en slutkoncentration 1
den vandige fase p& ca. 4% efter vaegt/volumen.

9. Fremgangsmadde ifelge krav 1, xendetegnet
ved, at ekstraktionstrinnet e) udferes ved tilsztning af
en blanding af isoamylalkohol og en halogeneret alkan,
hvilken blanding omfatter ca. et volumen isoamylalkohol
og mellem ca. 20 og ca. 30 volumen halogeneret lavere

alkan.

10. Fremgangsmade ifelge krav 9, kendetegnet

ved, at den halogenerede lavere alkan er chloroform.

11. Fremgangsmade ifpslge krav 1 til i alt vesentligt
rensning af svaekket HAV til vaccinationsformédl, k e n -

detegne t ved, at den omfatter felgende trin;
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a) dyrkning og hest af MRC-5 celler inficeret med
svaekket HAV,
b) lyse af de hgstede MRC-5 celler ved lydbehand-
ling,
c) ekstraktion af lysatet med en blanding af isca-

mylalkohol og methylenchlorid og bibeholdelse af den van-

dige fase,

d) koncentrering af den vandige fase i 4% PEG 8 000
efter vagt/volumen og resuspendering af den 4%°'s PEG-
pellet,

e) ekstraktion af den resuspenderede 4%‘'s PEG-

pellet med en blanding af isoamylalkohol og chloroform og
bibeholdelse af den vandige fase,

£) underkastelse af den vandige fase for ionbyt-

ningschromatografi, og

q) gelfiltrering af fraktioner indeholdende HAV,
hvilket giver i alt vasentligt renset svakket HAV til

vaccinationsformal.
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