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Opfindelse angér en fremgangsmdde til isolering af
et immunologisk aktivt spaltningsprodukt af hundegalskab-
-virus, ved hvilken man fgrst underkaster viruset en spalt-
ning med et ikke-ionisk overfladeaktivt stof, hvorfra en
glycoprotein-fraktion lader sig isolere.

Det er kendt at underkaste hundegalskab-virus en
spaltning, ved hvilken der opstdr en rakke spaltningspro-
dukter. Spaltningen udfgres ved hjzlp af ikke-ioniske over-
fladeaktive stoffer, f.eks. "Triton"ED X 100 (reaktions-
produkt af 1 mol tert.octylphenol og 9-10 mol ethylenoxid).
De vigtigste produkter fra denne spaltning, der kan isole-
res elektroforetisk, er en nucleoprotein-fraktion (N), en
glycoprotein-fraktion (G) og to fraktioner, der hovedsage-
lig bestdr af membran-proteiner (M; og M2). Det er ogsa
kendt at den immunogene virkning efter spaltningen fremkom-
mer i glycoprotein-fraktionen (G). Denne fraktion er hid-
til p& grund af dens elektroforetiske forhold blevet anset
som varende &t stof.

Det har nu vist sig, at G-fraktionen kan underga
en yderligere opspaltning, hvorved den immunogene aktivitet
igen kan isoleres i en fraktion, né; man underkaster de gly-
coproteiner, der danner denne fraktion, en selektering hvad
angdr deres isoelektriske punkter.

Opfindelsen angdr siledes en fremgangsméde af den
ovenfor angivne art til isolering af et immunologisk ak-
tivt spaltningsprodukt af hundegalskab-virus, og denne
fremgangsmade er ejendommelig ved, at man derefter adskil-
ler glycoprotein-fraktionen ved hjelp af isocelektrisk foku-
sering, isolerer fraktionen med et isoelektrisk punkt mel-
lem 6,8 og 7,4, dialyserer fraktionen mod destilleret vand
og eventuelt lyofiliserer produktet.

Udgangsmaterialet til den her omhandlede frem-
gangsméde er den ved spaltning med et overfladeaktivt
stof fra hundegalskab-viruset opnéede glycoprotein-frak-
tion. Opfindelsen har til formdl at formindske eller helt
at overvinde de ulemper, der er forbundet med denne glyco-
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protein-fraktion, nemlig dens uforenelighed. Hertil kommer
der principielt forskellige metoder til adskillelse af pro-
teiner i betragtning, f.eks. chromatografiske adsorptions-
metoder, molekylsigte-fraktioneringer eller metoder, ved
hvilke der ggres brug af ladningsforholdene for fraktionens
bestanddele. Til de sidstnavnte metoder hgrer savel den
isoelektriske fokusering som elektroforesen. Da det imid-
lertid er kendt, at en adskillelse af fraktionen ikke er
mulig ad elektroforetisk vej, idet fraktionen netop er ble-
vet anset for &t stof ved elektroforetisk undersggelse, kun-
ne det nzppe forventes, at en adskillelse var mulig ved
hjaelp af en anden, ligeledes med henblik p& ladningsforhol-
dene baseret adskillelsesmetode. Virkningen af en adskil-
lelse ved hjzlp af den isoelektriske fokusering i &n aktiv
og flere inaktive fraktioner er saledes overraskende og kun-
ne ikke forventes p& baggrund af teknikkens kendte stade.

Til udvinding af spaltningsproduktet gdr man hen-
sigtsmessigt ud fra en cellekultur af dyrket hundegalskab-
~-virus. Karakteren af virus-stammen spiller ingen afggren-
de-rolle. Ogséd karakteren af den til dyrkningen anvendte
cellekultur er af underordnet betydning. Ved et stort an-
tal forsgg har en ERA-hundegalskab-virusstamme i en kul-
tur af BHK 2l~celler vist sig sarlig egnet. Dyrkningen af
hundegalskab-virus i cellekulturer er kendt.

Spaltningen af viruset med et ikke-ionisk overfla-
deaktivt stof er ligeledes kendt. Arten af dens gennemfg-
ring er ikke afggrende for udvindingen af den glycoprotein-
-fraktion, der skal videreforarbejdes ved fremgangsmaden
ifglge opfindelsen, hvis blot den fgrer til en tilstrzkke-
lig spaltning af viruset. Fortrinsvis sker spaltningen ved
indvirkning af en oplgsning, der indeholder 0,2-5% af et
ikke-ionisk overfladeaktivt stof, ved en temperatur pa
5-35°C i lgbet af fra 10 minutter til 6 timer.

Isoleringen af glycoprotein-fraktionen fra spalt-
ningsblandingen kan f.eks. ske ad elektroforetisk vej. Nu-
cleoproteidet kan imidlertid ogséd fraskilles ved centrifu-
gering ved h¢j g-verdi, og den ovenstiende vaske kan umiddel-
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bart derefter underkastes den efterfglgende adskillelse
efter isoelektriske punkter. Hensigtsmessigt underkastes
denne ovenstdende vaeske fgrst en dialyse for at fraskil-
le lavmolekylare bestanddele.

Den sdledes fremkomne glycoprotein-fraktion, der
foreligger som en 0,05-0,4%'s vandig dispersion, op-
deles derpd i fraktioner med forskellige isoelektriske
punkter ved hjelp af den som "isoelektrisk fokusering"
kendte arbejdsmetode, ved hvilken der i en vaskesgjle ved
hjalp af egnede zwitterloniske forbindelser, sé&som poly-
amino-polycarboxy-alkaner (ampholiter), opbygges en pH-
~-gradient og 1 denne en adskillelse af den til s¢jlen
satte blanding sker. .

Spjlen til isoelektrisk fokusering fyldes med en
0,2-5%'s oplgsning af en zwitterionigk forbindelse,
hensigtsmaessigt i en massefyldegradien, f.eks. en sadan
pd 0-50% af en ikke-ionisk vandoplgselig forbindelse, sésom
en polyhydroxyforbindelse, fortrinsvis et polysaccharid.
Fokuseringen sker 1 et sddant system under en elektrisk span-
ding, der svarer til sgjlens optimale spanding, i lgbet
af ca. 24 timer til ca. 8 dage.

I tilslutning til den isoelektriske fokusering ad-
skilles s@jleindholdet i fraktioner. Bestanddelene i G-
-fraktionen koncentrerer sig i 3 omrdder omkring pH-var-
dierne 4,5, 7,0 og 8,0. Fraktionen svarende til en pH-
-vaerdi (isoelektrisk punkt). pid mellem 6,8 og 7,4 opfan-
ges adskilt. Den indeholder 1 ren form det her omhandlede
spaltningsprodukt fri for andre hgimolekylare bestanddele.
Til adskillelse af de ved den 1soelektriske fokusering og
de ved den forudglende operation anvendte hjalpestoffer
kan fraktionen underkastes en yderligere rensning, £.eks.
ved dialyse, sedimentation, chromatografi eller centri-
fugering.

Fraktionen indeholdende det her omhandlede spalt-
ningsprodukt kan umiddelbart anvendes som vaccine mod hun-
degalskab. I forhold til de p& kendt m#de ud fra intakt vi-
rus udvundne vacciner udmerker det sig ved en omtrent lige
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sd stor antigen aktivitet med mindre bivirkninger.
Fraktionen indeholdende spaltningsproduktet kan
for at forgge dens holdharhed eller virkning tilsattes
kendte hjalpestoffer og stabilisatorer pg/eller kan lyo-
filiseres.
Fremgangsmdden ifglge opfindelsen belyses narmere
i det fglgende eksempel.

Eksempel

En hundegalskab-virus~kultur (ERA-stamme) blev i
form af BHK-2l-celler udvalgt til videre formering ("Klo-
ning") p& basis af en enkelt kolani ("plaque").

Virusformeringen blev foretaget i rullekulturer
p& BHK-21-C-13-celler. Kulturbetingelserne er beskrevet 1
Schneider, L.G., M. Horzinek og H,D. Matheka, 1971, "Puri-
fication of rabies virus from tissue culture", Arch. ges.
virusforsch. 34:351-359. Den infektigse cellekulturvaske
og de inficerede cellér blev hgstet, efter at en tydelig
cytopathologisk wvirkning (CPE) var &abenbar.

~ Viruset blev fracentrifugeret fra den klarede oven-

stiende vaeske i 120 minutter ved 4°C i en Beckman-R-10-Ro-
tor ved 19000 omdrejninger pr., minut, Den ovenstédende vas-
ke blev kastet bort, og pillen blev natten over elueret
med en ringe mazngde 0,15M NaCl, 0,01M Tris-HCl med en pH-
-vardi p& 7,5 og 0,001 EDTA~(STE)-puffer (STE = Saline-
-Tris-EDTA), altsd en pufferblanding af 0,5M NaCl, 0,01M
Tris-HC1 med pH = 7,5 0g 0,001M EDTA-oplgsning. Eluatet
blev klaret ved langsom centrifugering, blev fyldt pd en
pad forhdnd dannet 10-50%'s (vegt/rumfang) sucrose-gradi-
ent og blev centrifugeret i 90 minutter ved 4°C i en Beck-
man-SW-27-Rotor ved 25.000 omdrejninger pr. minut, Virus-
bandene blev samlet og rigeligt dialyseret mod en STE-puf-
fer. Behandlingen af hundegalskab-virus med "Triton"
X-100 blev i prinéippet foretaget som beskrevet af Helenius
og S8derlund “"Stepwise dissociation of the semliki forest
virus membrane with Triton X-100", Biochem. Biophys. Acta
307: 287-300. Til en suspengion af 5 mg hundegalskabvirus
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i 5 ml ST-puffer (ST = Saline-Tris-puffer) blev der sat
"Triton" X~100 til en slutkoncentration pad 1% (protein:-
Triton-forhold 1:10). Blandingen blev holdt ved stuetem-
peratur i 20 minutter og blev derpd afkglet i et isbad. Den
endnu uklare oplgsning blev centrifugeret 60 minutter ved
4°Cc i en Beckman SW 65-rotor ved 45.000 omdrejnigner pr.
minut. Den ovenstdende vaske blev holdt tilbage, og pillen
blev suspenderet i en ST-puffer (ST = Saline-Tris~puffer),
der indeholdt 2M LiCl og 5 mg/ml digitonin. Suspensionen
blev inkuberet i 30 minutter ved stuetemperatur og blev

i 60 minutter ved 4°C centrifugeret 1 en Beckman-SW 65-ro-
tor ved 45.000 omdrejninger pr. minut. Den ovenstdende vaske
blev opbevaret, og pillen blev kastet bort.

Den efter centrifugering ved 120,000 x g udvundne
ovenstdende vaske af med "Triton" X-100 behandlet wvirus blev
grundigt dialyseret mod en 1l%'s (vagt/rumfang) glycin og
1%'s (vegt/rumfang) glycerol i destilleret vand. Efter til-
s@tning af 1% "Ampholine"“~, pH 3,5-10, (LKB, Uppsala,
Sverige) blev "Triton" X-100-ekstrakten klaret 1 10 mi-
nutter ved 5.000 x g, og en prgve pa 5 ml blev sat til en
5-40%'s (vagt/rumfang) sucrose-gradient, der indeholdt 0,1%
"Triton“<> X-100 og 1% "Ampholine"“~ med en pH-vardi pé 3,5-
10. ("Ampholine" bestdr af en blanding af polyamino-
~-polycarboxylsyrer med forskellige PI-vardier (isoelektri-
ske punkter) i pH-omrddet fra 2,5 til 11). Tilberedningen
blev i 72 timer elektrofokuseret i en LKB-sgjle pad 110 ml
som beskrevet af Friesen, A.D., J.C. Jamieson og F.E.
Ashton, 1971, "Effect of nonionic detergent on fractionation
of proteins by isoelectric focusing", Anal. Biochem. 41:149-
-157. Derpd blev gradienten fraktioneret. pH 7-fraktionen
blev opsamlet og dialyseret grundigt i 2 dage mod destil-
leret vand, for at forringe "Triton"GD X~100~koncentra-
tionen og at fjerne "Ampholine" og sucrose, og blev ende-

lig lyofiliseret.
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Patentkrav.
Fremgangsmidde til isolering af et immunologisk aktivt

spaltningsprodukt af hundegalskab-virus, ved hvilken man

fgrst underkaster viruset en spaltning med et ikke-ionisk

overfladeaktivt stof, hvorfra en glycoprotein-fraktion la-

der sig isolere, k ende tegnet ved, at man deref-

ter adskiller glycoprotein-fraktionen ved hjzlp af isoelek-
trisk fokusering, isolerer fraktionen med et isoelektrisk
punkt mellem 6,8 og 7,4, dialyserer fraktionen mod destilleret
vand og eventuelt lyofiliserer produktet.
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