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Opfindelsen angdr et apparat til dyrkning af vaevskulturcel-
ler og bestédende af en beholder, som er indrettet til at
indeholde vaskeformet kulturmedium, og som har et par lodret-
te endevagge ved modsatte ender og yderligere lodrette side-
vaegge, som forbinder de ved modsatte ender varende lodrette
endevagge, og hvilken beholder har en eller flere stationa-~
re plader, som er anbragt med indbyrdes afstand, og som hver
strakker sig i hovedsagen parallelt med beholderens vandret-
te bund, og tilvejebringer i det mindste en overflade, pé&
hvilken der kan forekomme cellevakst.

Dyrkning af vavskulturer i stor mdlestok er ¢gnskverdig, nar
henses til de store mengder levende celler, der kraves ved
udvikling og produktion af biokemiske stoffer og vacciner,
og de store mengder af biokemiske stoffer, celler og virus-
arter, der kraves til forskningsstudier. Imidlertid har det
meste af tidligere teknik og udstyr til dyrkning af vavs-
kulturer pa overflader ikke varet tilpasset produktion i
stor mdlestok, og navnlig ikke i en enkelt produktionsenhed.

En almindelig vavskulturfremgangsmdde til virusproduktion

af vacciner g&r ud pd celledyrkning pad bunden af 1 liters
store, rektangulare flasker. Flaskerne tilsazttes et steri-
liseret vavskulturmedium, der indeholder en suspension af
celler. Cellerne inkuberes s&, indtil cellevazksten danner

et sammenhangende lag pd den neddykkede glasoverflade, hvor-
efter mediet til celledyrkning ombyttes med et friskt medium,
der indeholder det gnskede virus. Efter at dette virus har
gennemtrangt cellerne, og viruskoncentrationen i mediet har
opndet et tilstrazkkeligt niveau gennem den reproducerbare
proces, oparbejdes mediet, der indeholder viruset, s& man
f&r vacciner. Denne fremgangsmide kraver en celledyrkning

pa bunden af et stort antal flasker, ndr man vil opnd kende-

lige mengder af vavskulturer.

Fra beskrivelsen til tysk patent nr.‘l.215.303, tilhgrende
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Wiegand et al., kendes et apparat til dyrkning af vevskultur-
celler i stor médlestok, og som i det vasentlige bestdr af
en stabling af specielle flasker, som automatisk kan fyldes

og tgmmes.

Fra beskrivelsen til U.S. patent nr. 3.407.120, tilhgrende
Weiss et al., kendes ligeledes et apparat til dyrkning af
vaevskulturceller i stor mélestok. Dette apparat bestér i
korte trak af flere rumligt adskilte plader eller skiver,
der er fremstillet af glas, plast eller andet egnet materia-
le, hvorpd cellerne kan hazfte og formere sig. Pladerne er
indeholdt i en beholder eller en tanklignende container. Der
forefindes midler til blanding og oxidering af et flydende
kulturmedium sdvel som tilhgrende mdlings- og registrerings-
indretninger til styring af de rette dyrkningsbetingelser.
Den metode til celledyrkning, der anvender et sddant apparat,
forﬁdsatter,at man har en lukket selvstendig enhed, i hvil~-
ken celledyrkningen kan gennemfgres under i det vasentlige
ensartede, kontrollerede omgivelser. Der er her tilvejebragt
et stort overfladeareal, p& hvilket celledyrkning kan finde
sted i et relativt lille totalt volumen i sammenligning med
det store, totale volumen, der kraves til opnéelse af et
tilsvarende celledyrkningsoverfladeareal i en mzngde glas-
flasker eller kolber.

Vavskulturdyrkningsapparatet ifglge Weiss et al. tillader
desuden anvendelse af en justerbar mangde medium pr. celle-
pladeareal, tilvejebringer en selvstandig enhed, som kan
steriliseres péd stedet, tilvejebringer midler for en simpel
og bekvem adskillelse af vavskulturcellerne fra vasken, til-
lader periodisk eller kontinuerlig prgveudtagning af ind-

“hold til analyse og kontrol, muligggr rensning og genanven-—

delse pa stedet af de adskilte plader, tilvejebringer mid-
ler til at opretholde kontrol med ensartede omgivelser, for-
mindsker mangden af arbejde pr. cellepladeareal i sammenlig-
ning med behandlingen af et stort antal glasflasker eller
kolber og fremskaffer et automatiseret system i sammenlig-
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ning med tidligere kendte metoder og apparater.

Selv om dyrkningsapparatet ifglge Weiss et al. er meget
velegnet til dyrkning af celler, har det vist sig, at strgm-
ningsegenskaberne ikke er ensartede. Derfor har hver dyrk-
ningsplade ikke samme volumen af flydende kulturmedium, der
passerer hen over den pr. tidsenhed. Da det cirkulerende me-
dium tilvejebringer midlerne til opretholdelse af pH-vardi-
kontrol og fremskaffer den ngdvendige oxygemmangde til meta=
bolisme og respiration af de dyrkede celler sdvel som fjer-
nelse af carbondioxid, der produceres ved cellernes metabo=
lisme, md8 et minimalt volumen af medium flyde over hver pla-
de pr. tidsenhed, hvis der skal opretholdes en gnsket celle-
vakst, virusproduktion eller lignende skal opretholdes. For
at fremskaffe dette minimale volumen af mediumstrgmning i
dyrkningsapparatet ifglge Weiss et al. har man fundet det
ngdvendigt at holde mellemrummet mellem de opstablede: pla-
der pd en vis minimal stgrrelse 1 direkte overensstemmelse
med volumenet af det specielle dyrkningsapparat, det anvendte
flydende kulturmedium og den omhandlede celledyrkning eller

anden produktion.

P& grund af denne begransning af afstanden imellem vakst-
pladerne kraves der et relativt stort volumen medium pr.
celleoverflade i apparatet ifglge Weiss et al., sammenlig-
net med det, der kraves i de tidligere anvendte flaskesy-—
stemer. Dette er en betydelig ulempe i betragtning af de
hpje omkostninger til flydende kulturmedium. Fremdeles be-
virker manglende ensartede strgmningsegenskaber i apparatet
ifglge Weiss et al. en ineffektiv vaskning eller fjermelse

af de dyrkede celler.

Fra beskrivelsen til svensk patentskrift nr. 339.075 ken-
des en cylindrisk beholder med &bninger ved modsatte ender,
og som virker pd den m&de, at inden i cylinderen drejeligt
lejrede plader bringes til at rotere ned i og op af et kul-
turmedium, som udfylder halvdelen af beholderen, idet pla-
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dernes omdrejningsakse herunder er vandret. Herved sikres
ikke en ensartet strgmning hen over vavskulturcellerne og
ej heller en tilfredsstillende styring af disses yakst.

Apparatet ifglge opfindelsen er ejendommeligt ved, at
hver plade er s&ledes anbragt i afstand fra de navnte
modsatte lodrette endevagge i beholderen, at der dannes
en fgrste lodret kanal og en anden lodret kanal i behol-
deren ved de modsatte endevagge, medens de strazkker sig
til umiddelbar narhed af sidevaggene, og at der findes
en indgangsledning til beholderen, som munder direkte
ind i den fgrste lodrette kanal, og en afgangsledning
fra beholderen, som munder direkte ud fra den navnte an-
den lodrette kanal og er indrettet til fjernelse af kul-
turmediet fra beholderen p& en sddan made, at kulturme-

diet bringes til at strgmme pd tvars af pladerne fra den

. ene til den anden ende, ndr det ledes ind i og fjernes fra

kanalerne.

Herved opnds et apparat, som sikrer, at der strgmmer et i

‘hovedsagen ensartet volumen af vaskeformet kulturmedium med

i hovedsagen samme sammensatning hen over hver vaekstplade
eller -overflade pr. tidsenhed. Da der sdledes opnis en ens-
artet strgmning igennem hele beholderen, kan mangden af det
vaskeformede medium, der strgmmer hen over hver plade pr.
tidsenhed og en m&ling af oplgst oxygenindhold i mediet, nar
det strgmmer ind i og ud fra beholderen, anvendes til at mé-
le vakstkulturcellernes respiration. Da der samtidigt &bnes
mulighed for at styre pH-vardien i mediet, efterhdnden som
det cirkulerer igennem beholderen, kan der ledes en forud;
bestemt minimal mengde af medium hen over hver plade. Det
har vist sig, at et dyrkningsapparat ifglge opfindelsen kan
arbejde med fra en femtedel til en tiendedel af den mengde
medium, der kraves i det apparat, der er udviklet af Weiss,
et. al.. Samtidigt er der ogsd opndet forbedret cellevask-
ning. Derudover kan der foretages mikroskopiske observatio-
ner af cellerne under dyrkningen pa grund af, at de er sta-

tionare.
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Ifplge opfindelsen kan beholderen vere aflang og rektanguler,
hvorved tilvejebringes et apparat, som er billigere at bruge,
end f.eks. en cylindrisk beholder. Sarligt hensigtsmassigt

kan pladerne vere stablet oven p& hinanden, hvorved apparatet

er let at fremstille.

Derudover kan ifglge opfindelsen pladerne dannes af de paral-
lelle dele af et strimmelformet materiale, som idet det dan-
ner en bglgeformet bane, er anbragt omkring to sat af under-
stgtningsdele, som er anbragt vinkelret pd bunden og pé& par-

ret af lodrette sidevagge, idet det strimmelformede materiales
kanter vender hen imod disse sidevaegge, hvorved apparatet bliver

serligt billigt at fremstille.

Serlig hensigtsmessigt i denne forbindelse kan ifglge opfin-
delsen understgtningsdelene omfatte et par indbyrdes adskil-
te stanger, som er anbragt vinkelret p& beholderens bund,
idet den ene af stangerne er anbragt i afstand fra den ene
endeveg og en sidevaeg i beholderen, medens den anden er an-
bragt i afstand fra den anden endeveg og den samme sidevag,
og hver af disse stanger vare indrettet til at bare et sta-
tiv af stenger, stave, knager, trade, virer, liner eller
snore til tilvejebringelse af en rékke bareorganer, som
strekker sig i hovedsagen parallelt med beholderens bund.

For at lette overvdgningen og styringen af vevskulturceller-
nes vakst, kan pladerne vare af glas. Alternativt kan plader-

ne ogséd vere af polycarbonat.

Opfindelsen forklares nedenfor under henvisning til teg-

ningen, hvor

fig. 1 viser et langsgdende snit igennem en udfgrelsesform

for et apparat ifglge opfindelsen,

fig. 2 et snit efter linien 2-2 i fig. 1,
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fig. 3 en afbildning af en opsats omfattende to understgt-
ningsdele placeret langs en sidevag i en udfgrelsesform for
den omhandlede opfindelse og barende strenge beregnet til

at bazre plader,

fig. 4 et partielt tvarsnit set fra en endevag, og som viser

plader dannet af et strimmelformet materiale viklet om stren-

7gene péd de i fig. 3 viste understgtningsdele, og

fig. 5 en skematisk afbildning af et system til dyrkning
af vaevskulturceller og omfattende et dyrkningsapparat ifplge opfindelsen.

Den i fig. 1 og 2 viste udfgrelsesform for apparatet ifglge
opfindelsen omfatter en beholder 9, der danner et i det
vasentlige rektangulart reservoir 11, Et flertal af i det
vesentlige rektangulzre plader 13 er opstablede og ind-
byrdes adskilte med i det vasentlige lige store mellemrum

i hele h¢jden af reservoiret 11. Hver plade 13 har i det
vasentlige samme udstrakning som begge de vandrette dimensioner
af reservoiret 11, som det kan ses af figurerne 1 og 2.

Imellem hver plade 13 og den narliggende lodrette endevag

i reservoiret 1l er der i langsgdende retning en afstand,
som tilvejebringer en kanal, gennem hvilken et flydende
kulturmedium kan passere, ndr det cirkulerer gennem reser-
voiret 1l. For at muligggre at hver plade 13 tilvejebringer
den stgrst mulige vakstflade som fglge af ensartet strgmning
af medium hen over hver plade, md afstanden mellem hver pla-
de 13 og de lodrette endevagge i reservoiret 11 fortrinsvis
ikke vare stgrre end den dimension, som muligggr et til-
strekkeligt stort trykfald over pladerne 13 til at strgmingen
kan foregd. Hvis afstanden imellem de lodrette endevagge

og pladerne er stgrre, vil trykfaldet i de lodrette kanaler
mellem beholderen 9 og pladerne 13 vare stgrre end trykfal-
det mellem hver af de efter hinanden fglgende plader.
Fglgelig vil den foretrukne afstand mellem pladerne 13 og

de lodrette endevagge i reservoiret 11, der dannes af be-
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holderen 9, variere med afstanden mellem pladerne 13. For-
trinsvis er, som det fremgér af fig. 2, pladerne 13 i tver-
retningen ngjagtigt af samme udstrazkning som afstanden
mellem reservoirets sidevagge langs den anden vandrette

dimension.

Ledninger 15 og 17, der er fremstillet af et passende

materiale, f.eks. siliconkautsjuk eller rustfrit stéal,
fremskaffer mulighed for af- og tillgb til reservoiret
11 til cirkulation af det flydende kulturmedium gennem

reservoiret 1l.

Som vist p& fig. 5 er det meningen, at strgmmen gennem
dyrkningsapparatet i form af beholderen 9 'skal anvendes

i forbindelse med midler 21 til styring af pH-vardien af
det flydende kulturmedium inden for et forudbestemt inter-
val, nér det cirkulerer gennem reservoiret 11, midlerxr 22
til indfgring af oxygen og til kohtrol af C02—koncentra—
tionen i det flydende kulturmedium og midler til cirku-
lering af det flydende kulturmedium gennem reservoiret 11,
bestdende af en pumpe 25, som beskrevet af Weiss et al.
Fig. 3 hos Weiss et al. og den hértil hgrende detalijerede
beskrivelse i spalte 3, linie 41 ff., illustrerer og be-
skriver mere fuldstendigt et system, i hvilket beholderen

9 let kan inkorporeres.

Beholderen 9 og pladerne 13 kan fremstilles af ethvert
ikke-toxisk materiale eller en kombination af materialer,

der er velegnet til dyrkning af celler, og som har til-
strakkelig styrke til at modst& de vasketryk, som optra-
der ved sterilisation af apparatet eller vask eller fjer-
nelse af cellerne fra disse. H¢jtemperaturmaterialer kan
anvendes, hvis dette er ngdvendigt for sterilisations-

metoden. Fortrinsvis kan materialet vare gennemsigtigt,
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s& vazksten af cellerne p& pladerne kan observeres med
mikroskop. Adskillige glasarter og plaststoffer er vel-~
egnede hertil,og isar har plast af polycarbonat vist sig

at vare velegnet.

Endvidere har det vist sig, at pladerne 13 med fordel kan

dannes af en kontinuerlig strimmel af materiale anbragt

p& bglgeformet made omkring et stativ til dette formal,

og som er anbragt inden i reservoiret 1l. Den kontinuer-

lige materialestrimmel bgr have de ovenfor angivne egen-

‘skaber for pladerne 13 og md vere tilstrzkkelig bgjelig

til let at kunne foldes uden at blive beskadiget. Alter-
nativt kan den kontinuerlige materialestrimmel vare et
bglgeformet eller foldet materiale, der har tilstrakke-
l1ig styrke til at vare selvbarende. Mange stativer omfat-
tende gitre af stanger, stave, knager, trade, virer, li-
ner, snore eller plader, der er saledes anbragt, at der
tilvejebringes et antal horisontale, parallelle under-
stgtningsdele, der strakker sig i hovedsagen vinkelret pa
de modst&ende lodrette endevagge, i hvilke indgangs- o9
udgangs ledningerne 15, 17 er anbragt, kan anvendes til
at holde den kontinuerlige materialestrimmel i form af

stablede, indbyrdes adskilte plader.

Fig. 3 og 4 viser en udfgrelsesform for understgtnings-
dele, der er velegnet til at montere eller til at holde

en kontinuerlig materialestrimmel i form af plader 13.
Stanger 41 og 43, som kan vere fremstillet af rustfrit
stdl, er fastgjort til reservoiret 1l's bundvag. Fortrins-
vis er stangerne 41 og 43 ogsd anbragt i det vasentlige

i umiddelbar nzrhed af en i reservoiret 11 varende lodret
veg, som stgder op til en af de lodrette endevagge, pa
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hvilke tilgangs- og afgangsledningen 15, 17 er anbragt.
Stengerne 41 og 43 har et kontinuerlig spiralformet gevind
langs med hele deres ydre overflade. Alternativt kan man
anvende horisontale riller i stedet for gevindet. En kon-
tinuerlig streng 31, der er vundet meget stramt skifte-
vig rundt om stangerne 41 og 43, danner et flertal af
vandrette, parallelle understgtninger med lige stor ind-
byrdes afstand og anbragt i det vasentlige vinkelret pa

de lodrette endeyezgge, ved hyilke tilgangs~ og afgangs-—
ledningen 15, 17 er anbragt,

Stenger, som svarer til stangerne 41 og 43, er ogsd fast-
gjort til bunden af reservoiret 11 ved den modsatté& side-
vaeg, og en anden streng er vundet omkring disse. Som vist
i fig. 4 kan der vare anbragt en kontinuerlig materiale-
strimmel, som fglger en bglgeformet bane rundt om under-

stgtningsstrengene 31, hvorved pladefne 13 fremkomﬁer.

Beholdere 9 og plader 13, som er blevet konstrueret ved
varmluftssvejsningsteknik af polycérbonatplast, fremstil-

let af General Electric Company under navnet Lexan, har

modstiet autoklavering og har tilstrakkelig styrke til

at modstd de tryk, der dannes ved vaskernes cirkulation
gennem dyrkningssystemet. Lexan-polycarbonatplader kan
f&s i ark op til 2,5 meters lengde og 1,5 meters bredde
og muligggr konstruktionen af meget store beholdere 9

og plader 13 af et enkelt stykke af polycarboﬁatplasten,
hvis det ¢nskes. Imidlertid er konstruktionen af behol-
deren 9 og pladerne 13 ikke begranset til komponenter

af 6t stykke, da det er muligt at konstruere dem af fle-
re stykker, som stgder op til hinanden eller er forenede
pa& anden ma&de. Der synes saledes ikke at vare nogen be-
gransning for stgrrelsen af beholderen 9 og pladerne 13,

som man kan konstruere,

Fremdeles kan beholderen 9 vare permanent bundet sammen,

ndr pladerne 13 er anbragt i reservoiret 11, eller, hvis
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det foretrazkkes, kan beholderen 9 samles pd en s&dan made,
at den let kan adskilles eller &bnes, nadr det gnskes. Pa
samme made kan pladerne 13 vare monteret permanent eller

aftageligt i beholderen 9.

I den foretrukne udfgrelsesform for opfindelsen, der er
vist péd fig. 1 og 2, er strgmningen af det flydende kul-
turmedium over hver plade i det vasentlige den samme gen-
nem hele reservoiret 11, ndr det er helt fyldt med mediet,
fordi pladerne 13 er anbragt med samme afstand. Ensartet
strgmning gennem reservoiret 11 kan let pdvises ved hydro-
statiske principper, og ensartet strgmning tvars over
pladerne 13 kan empirisk demonstreres véd farveinjektions-

uﬁders¢gelser.

N&r der er opndet en ensartet strgmning gennem reservoiret
11, kan m@ngden af det strgmmende medium over hver enkelt
plade 13 pr. tidsenhed bestemmes meget ngjagtigt. P& samme
médde muligggr en mdling af det oplgste oxygenindhold i

" mediet, ndr det strgmmer ind i og ud af beholderen en ma-

ling af vavskulturcellernes respiration. Sé&ledes kan der
ved regulering af hastigheden af strgmningen af mediet
gennem reservoiret 11 ledes en forudbestemt minimal meng-
de medium over hver plade 13 pr. tidsenhed for ethvert
interval, ndr pladerne har samme indbyrdes afstand. Man
har fundet, at nér apparatet ifglge opfindelsen er udfor-
met som vist p& fig. 3 og 4, kan man opnd en meget til-
fredsstillende cellevakst, ndr pladerne 13 har en ind-

byrdes afstand pd 1,5 mm eller endnu mindre.

Afstanden eller mellemrummet mellem pladerne 13 er direk-
te'propoftionalt med mengden af flydende kulturmedium,

der kraves til at neddykke eller oversvgmme hver plade i
apparatet. Fglgelig muligggr enhver reduktion af afstanden
mellem pladerne 13, at samme overfladeareal oversvgmmes

af en tilsvarende reduceret mengde flydende kulturmedium.
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P& samme madde har man fundet, ndr andre betingelser er
de samme, at et apparat ifglge opfindelsen kan bringes
til at arbejde korrekt med 1/5 til 1/10 af den mangde
medium, der kraves ved et apparat ifglge Weiss et

al., ndr vakstpladearealet er det samme.

I den udfgrelsesform for opfindelsen, der er vist pd

fig. 1 og 2, er pladerne 13 stablet oven pad hinanden

ved hjelp af afstandsstykker 31 af i det vasentlige

ens tykkelse. Fortrinsvis kan afstandsstykker 31 laves

af en siliconkautsjuk. Der kan imidlertid ogsé& anvendes
andre midler til at understgtte og adskille pladerne 13.
F.eks. kan hver plade 13 have en ribbe eller et afstands-
stykke, som er tildannet ud i &t, og som har bundfladen

hvilende p& overfladen af pladen umiddelbart nedenunder.

Vavsdyrkningsprocessen kan udfgres med det ovenfor be-
skrevne apparat pad fglgende méde. Fgrst renses, samles
og steriliseres apparatet. Derpd forberedes narings-
mediet og de ¢gnskede celler til podning. Der fremstil-
les en mengde naringsveske, som er tilstrakkelig til at
dzkke antallet af plader, og som indeholder egnede na-
ringsmidler, saltopl¢sninger, stgdpuder, sera, pH-
vardiangivere og antibiotika. For de fleste celler er
det ¢gnskeligt at opretholde en pH-vardi pé& mellem

6,6 og 7,6. Cellerne til podning f&s ved en proces

for celleadskillelse, hvor individuelle celler fri-
gpres fra finskdrne stykker vev. Disse kan fremstilles
ved pdvirkning med trypsin eller andre egnede enzymer
eller ved ethvert andet passende system, som kan vare
mekanisk eller kemisk. De individuelle celler vaskes

i naringsvasken til fjernelse eller neutralisering

af proteolytiske enzymer. Cellerne resuspenderes séa

i mediet til den ¢gnskede koncentration til podning.

Suspensionen sattes til vavskulturdyrkningsapparatet

pd aseptisk mdde ved pumpe, vakuum eller gravitation.
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Cellerne far sa lov til at bundfelde sig i en periode,
der er tilstrakkelig lang til at tillade fasthaftelse
til overfladerne pd pladerne. Om gnsket kan man ved

at vende op og ned pd beholderen 9, efter at en del af
cellerne har sat sig fast pd oversiden af pladerne 13,
ogsd f& celler til at hafte til undersiden af pladerne
13, hvorved man fordobler det til r&dighed stdende are-

al for dyrkning, der findes i beholderen 9.

Udstyret til mediumcirkulationen sattes derpd igang.

- Ved nogle celler kan mediets cirkulation startes straks.

En ensartet pH-vaerdi, oplgst oxygenmengde og kulsyre-
mengde i beholderen 9 fas ved regulering af hastigheden

af vaskecirkulationen.

Temperaturen hos det cirkulerende, flydende medium kan
styres ved hjalp af en beholder forsynet med en kappe
0g ydre midler til varmeoverfgring, eller ved at man
anbringer beholderen 9 i et vandbad med konstant tempe-
ratur eller i et rum med konstant temperatur. Vaksten
af cellerne pa pladerne fglges og kontrolleres ved
udtagning af kemikalier fra neringsmediet savel som
ved mikroskopiske iagttageiser af egnede kontrolbe-
holdere og/eller én eller flere observationsplader i
systemet. P& grund af at reservoiret 11 normalt er helt
fyldt med vaske under dets anvendelse, lettes den op-
tiske iagttagelse af cellevaksten p& pladerne, i mod-
s@tning til ved apparatet ifglge Weiss et al., hvor

et lag af gas findes mellem beholderen og det flydende medium.

Efter en passende forudbestemt tid er der fremkommet et
sammenhangende monolag af celler pd overfladen af pla-
derne. Pd dette tidspunkt fjernes naringsvesken ved tryk,
vakuum eller tyngdekraft, og vavet kan vaskes til fjer-
nelse af spor af naringsmedier eller serum og efterfyl-
des med nyt medium, alt under aseptiske betingelser.

Derpd kan cellerne studeres eller anvendes til vaccine-
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fremstilling, biokemisk produktion, naringsmessige ob-

servationer og lignende.

Selvom opfindelsen er beskrevet og illustreret i dens
foretrukne udfgrelsesformer, kan der foretages mange &n-—
dringer, selvom effektiviteten af sddanne andre udfg-
relsesformer kan vaere mindre end den hos den foretrukne
udfgrelsesform. Medens den foretrukne udfgrelsesform
ifplge opfindelsen omhandler et rektangulart reservoir
11, kan der sdledes ogsa anvendes reservoirer, der har
andre geometriske former. Tilsvarende kan der, selvom
pladerne 13 i den foretrukne udfgrelsesform er stab-
lede og indbyrdes adskilte med i det vasentlige lige
store afstande i hele reservoirets hgjde, anvendes mind-
re effektive udfgrelsesformer for opfindelsen, hvor pla-
derne ikke har i det vasentlige lige stor afstand eller
ikke spander over hele hgjden af reservoiret. Endelig
kan der, selvom pladerne 13 i den foretrukne udfgrelses-
form er rektangulare ligesom reservoiret 11, anvendes
udfgrelsesformer, hvor pladerne ikke har ngjagtig samme

geometriske form som reservoiret.

Den omhandlede opfindelse skal fremdeles belyses ved fgl-
gende eksempler (MEM, BME, medium 199 og Earl's salt-
oplgsninger, der refereres til i eksempel 1 og 2, er
velkendte inden for vavskulturdyrkning og er forklaret
detaljeret i en rapport i publikationen In Vitro med
titlen "A Survey of Commercially Available Tissure
Culture Media", udgivet af H,C. Morton, vol. 6, nr. 2,
side 89-108, 1970). ‘ '

Eksempel I

Man fjernede og halshuggede 10 dage gamle kyllingefostre
og anbragte dem i cylinderen pd en 20 ml sprgjte, hvor-
fra der blev ekstruderet tre gange, Dénne embryonsus-—

pension blev derpd vasket tre gange med phosphat, en
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stpdpudesaltoplgsning, og derpd trypsineret tre gange

1710 min. ved stuetemperatur. Ethvert lgsrevet stykke

blev udtrukket fra cellesuspensionen, som si centrifu-
geredes ved 1500 omdreijn./min. i 10 min. Den ovenpa
svgmmende stofmengde dekanteredes, og cellerne resus-
penderes i en standardoplgsning af Minimal Essential
Medium (MEM) indeholdende Earl's salte og 6% foster-
kalveserum ved 100.000 celler/ml. 2,5 liter af denne
cellesuspension blev derpé pumpet ind i et autoklaveret
apparat ifglge opfindelsen, konstrueret af Lexan-poly=
carbonatplast, der var svejset med varm luft, og hvor
den blev inkuberet i 24 timer uden cirkulation for at

muligggre fastggrelse af celler.

Apparatet var 7,5 cm bredt, 20 cm h¢jt og 24 cm langt og
fyldt med 35 plader med dimensionerne 7,5 x 20 cm af Penn-

vernon B vinduesglas, stablet og anbragt med mellemrum

pé& 0,3 cm pa mellemrumsstykker af siliconkautsjuk. En

5% COz—luftblanding blev ledt gennem et pulserende luft-
ningsapparat med en hastighed af 50 ml/min. Efter 24 ti-

~mer blev mediet cirkuleret med 100 ml/min. med en pumpe.

Efter 8 dages vaksttid blev pladerne fjernet fra
appaiatet, og det blev iagttaget, at der pd hver
plade var vokset et flydende monolag af celler, zkviva-
lent med de, der voksede i tidligere kendte vavskultur-

flasker.

Eksempel ITI

En éuspenéion af menneskefosternyreceller blev fremstillet
ved trypsinisering af menneskefosternyrer og frosset i en
oplgsning af dimethylsulfoxid og standard Basal Medium
Eagle's oplgsning (BME) med 20% kalvefosterserum og op-

-bevaret i flydende nitrogen. Suspensionen blev si sus-~

peﬁderet i en 1 liter medium 199-oplgsning indeholdende
% oksefosterserum med 18.000 celler/ml. 1,1 liter celle-

Suspension blev pumpet ind i et apparat ifglge opfin~-
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delsen, konstrueret af svejsede Lexan polycarbonatkunst-
stofplader ved siderne og rustfri stédlplader ved enderne,
og blev inkuberet i 48 timer uden cirkulation for at lade
cellerne fastggres pé& vakstpladerne. Apparatet blev ste-
riliseret ved autoklavering og dannede et rektangulert
reservolr, der var 37 mm bredt, 87 mm hg¢jt og 600 mm langt,
indeholdende 37 x 575 mm Lexan polycarbonatplader med ind-
byrdes afstand pd& 1,5 mm ved hjelp af siliconkautsjuk-
skiver. Man fgrte en 5% COz—lﬁftblanding gennem en pul-
serende aerator med en hastighed af 50 ml/min. Efter 48
timer blev mediet cirkuleret med 50 ml/min. gennem re-
servoiret ved hijalp af en pumpe. Cellevaksten pad plader-
ne kontrolleredes ved en mikroskopisk undersggelse af
pladerne gennem apparatets gennemsigtige overside og ved
glycoseanalyse af periodisk udtagne mediumprgver. Efter

8 dages dyrkningstid fik man et sammenh@&ngende monolag

af celler pd hver plade.

Patentkravw

————— —_— s 20 . e e et M sy O ot St

1. Apparat til dyrkning af vavskulturceller og bestdende
af en beholder (9), som er indrettet til at indeholde
vaskeformet kulturmedium, og som har et par lodrette
endevagge ved modsatte ender og yderligere lodrette side-
vegge, som forbinder de ved modsatte ender varende lod-
rette endevagge, og hvilken beholder (9) har en eller
flere stationsre plader (13), som er anbragt med ind-
byrdes afstand, og som hver strazkker sig i hovedsagen
parallelt med beholderens (9) vandrette bund, og tilveje-
bringer i det mindste en overflade, pd hvilkender kan fore-
komme cellevakst, k end e t e g ne t ved, at hver pla-
de (13) er séledes anbragt i afstand fra de navnte mod-
satte lodrette endevagge i beholderén (9), at der dannes
en fgrste lodret kanal og en anden lodret kanal i behol-
deren (9) ved de modsatte endevagge, medens de strakker

sig til umiddelbar narhed af sideVeggene, og at der fin-
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des en indgangsledning (15) til beholderen, som munder
direkte ind i den f@grste lodrette kanal, og en afgangs-
ledning (17) fra beholderen, som munder direkte ud fra
den navnte anden lodrette kanal og er indrettet til
fjernelse af kulturmediet fra beholderen (9) pa en sa-
dan made, at kulturmediet bringes til at strgmme pad
tvars af pladerne fra den ene til den anden ende, nar

det ledes ind i og fjernes fra kanalerne.

2. Apparat ifglge krav 1, k end e t e gn e t ved,
at beholderen er aflang og rektangulszr.

3. Apparat ifglge krav 1, k end e t egne t ved, at

pladerne (13) er stablet oven pd hinanden.

4. Apparat ifglge krav 1, k end e t e g ne t ved, at
pladerne dannes af de parallelle dele af et strimmel-
formet materiale, som,idet det danner en bglgeformet
bane, er anbragt omkring to sat af understgtningsdele,
som er anbragt vinkelret pd bunden og pd parret af lod-

rette sidevegge, idet det strimmelformede materiales

kanter vender hen imod disse sidevagge.

5. Apparat ifglge krav 4, k end et egnet ved, at
understgtningsdelene omfatter et par indbyrdes adskilte
stenger (41, 43), som er anbragt vinkelret p& beholderens (9) bund,
idet den ene af st®ngerne er anbragt i afstand fra den
ene endevag og en sidevag i beholderen (9), medens den
anden er anbragt i afstand fra den anden endevag og den
samme sideveg, og at hver af disse stanger (41, 43) er
indrettet til at bare et stativ af stanger, stave, kna-
ger, trdde, virer, liner eller snore til tilvejebringelse
af en rzkke bareorganer, som strzkker sig i hovedsagen
parallelt med beholderens (9) bund.

Fremdragne publikationer:

DE patent nr. 1215303
SE fremleggelsesskrift nr. 339075
US patent nr. 3407120.
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