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(57) Sazetak:  Postupak na bazi mikronosada za dobivanje virusnih vakcina, od kojih je jedan primjer virus hepatitisa
A (HIV) koji se sastoji od jednog agregiranog mikronosackog sistema od staklom oblozenih polistirolnih mikronosada i
MRC-5 stanica $to daje stabilnu okolinu za razmnozavanje virusa &ak preko produzenih infekcijskih razdoblja.
Mikronosadki agregati formirani prema ovom postupku eliminiraju otpadanje stanica sa granula tokom drugih
kultiviacija 8to se dogada u dugim sistemima, omoguéavajuéi visoku produktivhost virusa u mikronosa&koj kulturi.
Metodologija je primjenjiva tamo gdje se proizvodnja virusa moze poboljSati kreiranjem stabilne kulture tokom
produzenog infekcionog razdoblja. Upotrebljavaju se bioreaktori koji se mogu mijenjati po veli€ini koji se mijeSaju
umjesto viSestrukih paralelnih bireaktora sa stacioniranom povr§inom. Ovaj agregirani mikronosacki postupak
eliminira ogranidenja kapaciteta biorekatora sa stacioniranom povrsinom, on §titi stanice na kojima je virus kultiviran
od micanja, osigurava povedéane interakcije stanica na stranicu, osigurava stabilnu sredinu za razvijanje virusa,
osigurava slobodan prostor za konvektivni transport hranjivih materijala kroz agregate, i osigurava direktan postupak
za sakupljanje virusnog lizata za kasniji tok proizvodnje.
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Prema medunarodnoj klasifikaciji patenta ovaj izum spada u grupu A61K-039/29.

Podru¢je ovog izuma je postupak za dobijanje virusa u stani¢noj kulturi mikronosaca. NavlaZzeni MRC-5 stanice
kultivirane na mikronosa¢ima obloZzenim staklom i inficiranje virusom hepatitisa A su primjeri ovog postupka.

Mnogi virusi 1 terapijski proteini se dobivaju stanicama zavisnim od usidrenosti, gdje je vezanost stanica za povrsinu
preduvjet za rast stanica 1 pogodnu funkciju stani¢ne linije. Kada se zahtijevaju relativno male kolicine, visestruke T-boce
i "Roller"-boce se tradicionalno koriste da bi se dobilo potrebno povriinsko podruéje. Drugi komercijalno dostupni
sistemi kao NUNC STANICNE TVORNICE (NUNC CELL FACTORIES) i COSTAR CUBES imaju bitno poveéano
povrsinsko podrudje 1 tako poveéanu produktivnost po biroreaktorskoj stanici. Medutim, ovi sistemi jo§ uvijek zahtijevaju
viSestruke birokratske stanice za velike koliCine 1 stoga su ograniceni u potencijalu povecanja razmjera za komercijalnu
proizvodnju.

Takoder su razvijeni razlic¢iti sistemi pakiranih slojeva, ukljucujuci reaktore sa Supljim vlaknima, pakiranim slojevima
sfera, pakiranim slojevima stohasti¢ki orijentiranih vlakana, i1 poroznih keramickih monolita. Ovi sistemi imaju
dokumentirane teskoce sa odrzavanjem snabdijevanja hranjivim materijalom stanica u reaktoru zbog konfiguracije
reaktora 1 ograni¢enja u transportnim putevima hranjivog materijala usljed rasta stanica. Reaktori od supljih vlakana
pocivaju na difuziji 1 "Starling" toku za osiguravanje toka medijuma kroz stani¢nu komoru/vidjeti J.M. Piret (1989),
B.C.D Thesis, dept. of Chem. Eng., mass. inst. technology, Kolovoz. Difuziona pentracija hranjivog materijala je samo
tada adekvatna ako se dubina stani¢ne akumulacije na vlaknima moZe kontrolirati 1 ako je homogena, §to nije slucaj u
ovim reaktorima. "Starling" tok opada kako dolazi do rasta stanica, usljed poveéanog otpora u toku, do kojeg dolazi zbog
rasta stanica. Ovo smanjuje mje$anje unutar komore za stani¢ni rast. Stohasticki pakirani slojevi granula ili vlakana
zasnivaju se na prinudnoj konvekeiji i oni su podlozni kanaliranju kroz puteve najmanje hidrauli¢ne otpornosti, obilaze¢i
podrugja gdje je povrsinsko podrucje najgusée i prema tomc vjerojatno sadrzi stanice. Porozni keramicki monoliti su u
ovom smislu bolji, ali ovi imaju jedan drugi nedostatak, pate od bitrouljenja.

Kao stanice rastu na povrsini vezivanja, one mogu suziti ili zaCepiti puteve gdje se odvija tok medijuma /J.E. Putman 1
sarad., Ann.Mtg. Soc. ind. MicrobioL, Orlando, Florida, 1.08.1990/. U slu¢aju kerami¢kih monolita, usljed rasta stanica
dolazi do suzavanja kanala, tako da dolazi do povecanja hidraulicnog otpora na tok. Medutim tada prvenstveno tece kroz
druge paralelne kanale, 1 kao rezultat ovog kanal sa najve¢im rastom stanica dobiva najmanje medijuma. Zbog ovih
heterogenosti u stani¢noj mikrokolini 1 ograni¢enog potencijala povecanja razmjera, ovi reaktori su imali ograni¢en uspjeh;
nije poznata ni jedna U.S. licentirana humana vakcina ili terapijsko sredstvo koji su proizvedeni ovim sistemima.

Poznata je upotreba statickih elemenata miksera u stani¢noj i1 virusnoj kulturi, vidjeti Grabner 1 Paul, U.S. patent 4,296,
204. Upotreba mreZica za kultiviranje primarnih tkiva koje se sastoje od nekoliko stani¢nih tipova nalazi se u U.S. patentu
4,963,489 1 5,160,490. Tkivo koje se dobiva iz kulture sa mreZice stromalnih fibroblasta je prijavljeno u 4,963,489.
Upotreba nepokretnih elemenata za mjesanje kao povrsine za rast stanica osigurava homogeni transport hranjivog
materijala stani¢noj populaciji. Problem povecanja razmjera, Ci§Cenja, 1 sterilizacije ostaju izazov za komercijalnu
primjenu ovih sistema birokratora. pored toga, biomasa u ovim sistemima ne moze direktno pratiti tok kultiviranja. Zato je
neophodno koristiti indirektna mjerenja stanicne mase za karakteriziranje izvodenja u birokratoru. Iz istih razloga, moze
biti takoder problemati¢no uklanjanje proizvoda asociranih sa stanicama, sa ovim konfiguracijama reaktora.

Tehnologija mikronosaca osigurava veliku koli¢inu povrsinskog podrudja. za rast stanica na malim, sferi¢nim granulama,
(promjera 90 do 250 mikrona) koji su suspendirani u posudi biorekatora koji se mjesa. Moze se postici veliki odnos
povrsine prema volumenu, §to ima kao posljedicu vrlo efikasan proizvodni sistem u odnosu na volumen birorekatora.
Ovom tehnologijom se osigurava homogena okolina stani¢ne kulture sa moguénoséu kvanifikacije staniéne mase i
prikupljanja proizvoda povezanih sa stanicama tokom kultiviranja. Posto je biroreaktor posuda koja se mjesa, mogu se
posti¢i dobro uhodani postupci ¢is¢enja 1 sterilizacije, kao 1 c¢jelokupan projekat posude koji se moze dobiti iz
fermentacione industrije za komercijalnu primjenu. Komercijalna proizvodnja Rabies vakacine (vakacine protiv bjesnila)
1 vakacine protiv Sapa (Foot and Mouth disease) upotrebljavajuci kulturu mikronosaca ilustriraju provjerenu moguénost
povecanja razmjera ovog postupka.

lako se mnoge stani¢ne linije 1 virusi razmnoZavaju na mikronosac¢ima, ostaju mnogi problemi u primjeni ove tehnologije
u komercijalno omjeru. Zadrzavanje okoline niskog micanja za vrijeme kultiviranja 1 odrzavanje vitalne kulture za stalno
formiranje proizvoda tokom produZenih razdoblja kultiviranje moZe biti tesko. Izbor pogodnih mikronosaca i uvjeta
kulture je Cesto kriricno u dobijanju Zeljenog proizvoda. RazmnoZavanje hepatitisa A je dobar primjer ovih problema.
Junker, B. 1 sarad., ("Evalatiuon of Microcarrier process for Large Scale Cultivation of Attenuated Hepatitis A"
Cytotechnology, Vol. 9, 1-3, 1992) opisuje procijenjivanje CYTODEX-3 mikronosaca kao substrat za MRC-5 stani¢ni
rast 1 narednu infekciju virusom hepatitisa A. Osnovni doprinos niskim titrajima hepatitisa A iz kultura mikronosaca se
pripisuje ¢injemci da stanice postepeno otpadaju sa granuje tokom razdoblja infekeije.
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Na osnovu ovih rezultata objavljeno je da je tehnologija mikronosaca ispod optimalne za komercijalni obim proizvodnje
virusa hepatitisa A. posto je kultura virusa hepatitisa A dana kao primjer u ovom patentnom otkricu, na mjestu je dani
kratak pregled postupak za kultiviranje ovog virusa.

1973 Feinstone 1 sarad.,/Science 182, str. 1026/ identificirali su etioloski agens infektivnog hepatitisa, kasnije poznatog
kao virus hepatitisa A (HAV), upotrebljavaju¢i imunu elektronsku mikroskopiju. In vitro kultura virusa hepatitisa A
(HAV) prvi put je objavljena od strane Provosta i sarad., /P.S.E.B.M. 160. str. 213, 1079/ prema postupku gdje je jetra
HAV-om inficiranih marmozet majmuna upotrebljena kao inokulum za eksplant kulturu jetre 1 fetalnog rezus bubrega
(FRhK®6) stani¢nu kulturu /U.S. patent 4,164,566/. U kasnijem izumu, uspjesno je upotrebljena direktna inokulacija
HAV-a, koja nije prethodno prosla kroz subhumani primat, za iniciranje in vitro razmnozavanja HAV-a /Provost i sarad.,
P.S.E.B.M. 167, str. 201 (1981); U.S. Patent 5,021,348/.

Iz ovog rada, je demonstrirano slabljenje HAV kroz m vitro kulturu. pored toga, pokazano je, da su poslije ponovljenog
prolaska in vitro. HAV kulture postale produktivnije i replikaciona brzina je povecana kako je virus postao adaptiran na
kultivirane stanice. Dalji razvoj je bila demonstracija zastitne efikasnosti kako Zivog oslabljenog virusa/provost i sarad., J.
Med Viol. 20. str. 165 (1986)/ i formalinom inaktiviranog HAV-a/U.S. Patent 4,164,566; U.S. patent 5,021,348; Provost i
sarad., u Viral Hepatitis and Liver Disease, str. 83-86, 1988-Alan R. Liss, Inc/. Iz prethodnog rada, postalo je jasno da su
bilo inaktivirani ili oslabljeni, imunogeni PLAV mogu¢i kandidati za vakcinu. medutim, potreban je reproduktivni,
komercijalnih razmjera postupak za dobivanje antigena visoke ¢istoce, ako treba biti komercijalno dostupna sigurna HAV
vakacina za upotrebu kod ljudi.

Opisani su razli¢iti postupci za kultiviranje HAV za proizvodnju vakcine. tako su, Provost i sarad., (US 5,021348) opisali
postupak kojim se, u prvenstvenom postupku, MRC-5 stani¢na kultura inficira sa HAV-om. Prema ovom otkri¢u, virus i
stanice se uzgajaju prema konvencionalnim postupcima u monosloju. U US Patentu 4,783,407, HAV se razvija u vero
stanicama (tip bubreZnih stanica primata). U US Patentu 4,301,209 opisan je visok titar HAV proizvodnje u kapilarnoj
stanici od Supljih vlakana. U US Patentu 4,412,002 opisan je postupak kojim se HAV izolira iz trajno inficiranih stanica. U
EP 0 302 692 HAV kultura u "roler" bocama je opisana. u svim ovim sistemima, proizvodnja u velikom obimu za
proizvodnju HAV koja se zahtijeva za komercijalni postupak nije bila izvodljiva ili je blla ozblljno ogranicena koli¢lnom
povrsinskog podrucja dostupnim za stani¢ne slojeve da bi se postigla infekcija HAV-om.

U 1984, Widel i sarad., objavili su razmnozavanje divljeg tipa Hepatitisa A u stani¢noj liniji bubrega fetalnogrezus
majmuna (Frh-k) razvijenijoj na CYTODEX 3 mikronosa¢ima na 37°C (Widall, A. 1 sarad./A Microcarrier Cell Culture
System for Large Scale Production of Hepatitis A Virus," J. Virological Methods, vol 8, 63-71, 1984). Nije bilo spomena
o stani¢nim gubicima ili agregaciji mikronosaca upotrebljavaju¢i CYTODEX 3 mikronosaca kao povrsinu rasta za Frh-k
stanice. Posto je isti sistem mikronosaca odreden od strane Junker-a i sarad., kao nepogodan za proizvodnju oslabljenog
virusa u MRC-5, ovi sistemi kulture su jasno veoma razli¢iti. Stoga, MRC-5, humane diploidne stani¢ne linije, koje su
bolje od Frh-k stani¢nih linija iz majmuna za proizvodnju humane vakcine, ne mogu se uspjesno kultivirati za proizvodnju
vakcina za hepatitis A upotrebljavaju¢i postupak koji je opisao Widel usljed tendencije MRC-5 stanica da formiraju
mikronosacke agregate. Posto je metodologija koju je opisao Widel ograni¢ena na FRH-stanice gdje agregacija i stani¢ni
gubici nisu spominjani, nije doslo do spoznaje kako da se nadmase ovi problemi iz ovog rada kada se upotrebljavaju
MRC-5 stanice.

Agregacija stanica u mikronosackoj stani¢noj kulturi je potpuno uobicajena 1 spomenuta je u publiciranoj literaturi od
sredine 1970-tih. medutim malo radova je specifi¢no upuceno od sredine 1970-tih. medutim malo radova je specifi¢no
upuceno ovoj temi. Nekoliko relevantnih publikacija je prodiskutirano nize:

Varani i sarad,, (1983) su uporedili rast MRC-5 diploidnih stanica 1 dvije transformirane stani¢ne linije na mikronosacima
obloZenim staklom i mikronosa¢ima $arziranim sa DEAE-dekstranom (Varani, J., 1 sarad., "Growth of Three Established
Cell Lines on Glass microcarriers”, Biotech. and Bioeng., Vol. 25, 1359-1372, 1983) Mikronosacka agregacija se dogada
sa sve tri stani¢ne linije na mikronosac¢ima obloZenim staklom, dok se samo jedna kontinualna stani¢na linija agregira sa
dekstran mikronosacem. Analize skaniraju¢om elektronskom mikroskopijom (SEM) ilustriraju dramati¢nu razliku u
na¢inu na koji su stanice vezane na dvije povrSine. U kulturama staklenih mikronosaca, stanice se vezivaju dugom
filopodijom, dok se kod DEAE dekstran mikronosaca vezivanja dogada preko cijelog ruba stanice. Ova razlika u
mehanizmu vezivanja moZe biti vazan faktor u stabilnosti koju smo mi objavili za MRC-5/SOLOHILL staklom obloZen
sistem nad MRC-5/dekstran sistemima.

Goetghebeur 1 Hu (1991) su demonstrirali da stani¢ni agregati mogu biti inducirani da se formiraju sa nizom stani¢nih
linija u prisustvu malih naelektriziranih mikrosfera sa promjerom od oko 20 mikrona (mikronosaci su tipicno 90-250
mikrona; Goetghebeur, S, i W.S. Hu, "Cultivation of Anchorage-dependent Animal Cells m Microsphere-Induced
Aggregate Culture", Appl. Microbial Biotech., Vol 34, 735-741, 1991). Nadeno je da se ove transformirane stani¢ne linije
razvijene na ovaj nacin ne §ire, ve¢ prije toga egzistiraju kao zaokruzene viseslojne populacije.
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Diploidna stani¢na linija je takoder razvijena u ovim sferama kao agregati, ali je stani¢ni oblik bio neregularan, vidjeti US
patent 5,114,855, Posto su sfere upotrebljene u Hi-ovom radu bile mnogo manje nego uobicajeni mikronosaci, formiranje
agregata u ovom sadasnjem otkri¢u ne pada u domen pokriven Hu-ovim patentom. Nije vjerojatno da ¢e smanjenje u
veli¢ini do opsega u Hu-ovom patentu biti primjenjivo za dobijanje Hepatitisa A.

Borys 1 Papoutsakis (1992) ispitali su nacine za inhibiranje formiranja stani¢nih agregata sa stanicama jajnika kineskog
hrcka kl razvijenim na CYTODEX 3 mikronosac¢ima (Borys, M.C., 1 E.T. Papoutsakis, Formation of Bridges and Large
Cellular Clumps in CHO-cell Microcarrier Cultures: Effects of Agitation, DImetil Sulfoxside, and Calf Serum,”
Cytotechnology, Vol 8, 237-248, 1992). Ovaj rad se istiCe nadmaSivanju transformiranih stani¢nih linija tokom
mikronosacke kulture 1 nije bio upucen na razvijanje diploidnih stani¢nih linija kao agregata na mikronosacima.
Pronadeno je da povecano mijeSanje smanjuje agregaciju i povecava smrtnost stanica usljed razbijanja mostova izmedu
mikronosaca. Nase studije, opisan ovdje, sa MRC-5 1 staklom obloZenim mikronosa¢ima su u suglasnosti sa ovim
rezultatima. Mi smo utvrdili da mijesanje smanjuje brzinu agregacije MRC-5 stanica u staklom obloZenom sistemu nosaca
sa povecanjem smrtnosti stanica. Mi smo takoder nasli da je agregacija ireverzibilni fenomen pod uvjetima kulture.

Znacajna koli¢ina rada je uloZena da se potakne da se razvijaju kontinualne stani¢ne linije kao stanini agregati u
suspenziji kulture. tolbert, i sarad., (1980) objavili su jedan rani izvjestaj ovog pristupa i cidrali su patent o "adaption of
cell lines to suspension culture" (adaptacija stani¢nih linija na suspenzionu kulturu) (Tolbert, W.R., 1 sarad., "Cell
Aggregate Suspension Culture for Large Scale Production of Bimolecules", m Vitro, Vol. 16(6), 486-490, 1980). posto su
MRC-5 stanice humane diploidne, one zahtijevaju Sirenje stanice za biolosku aktivnost 1 zbog toga nisu podloZene ovom
pristupu.

Prema tome, iako postoje izvjestaji koji opisuju da se MRC-5 stanice mogu gajiti na staklenim mikronosac¢ima kao
¢elijskim-nnkronosackim agregatima i da se Hepatitis A moZe proizvesti iz CYTODEX 3 mikronosacke kulture, kao Sto
je napomenuto ranije, nestabilnost MRC-5 stanice-CYTODEX 3 mikronosackog sistema je doveo do toga da stru¢njad
smatraju da mikronosacka kultura nije prilagodljiva za efikasnu proizvodnju HAV. Ovdje je opisan jedinstven stabilan
sistem mikronosaCkog agregata koji nadmasuje ranije probleme u proizvodnji Hepatitisa A iz MRC-5 stanica na
mikronosa¢ima. Ovo otkride takoder identificira metodologiju razvijenu da se postupak mikronosaéa ukljuCi u postojeéi
postupak proci§¢avanja HAV nizvodnim tokom.

Ovaj izum osigurava postupak za kreiranje kulture mikronosackih agregata koja zadrzava stani¢nu populaciju kroz
produzenu infekcionu fazu za dbijanje virusnih vakcina. pokazano je da je proizvodnja Hepatitisa A problemati¢na zbog
skidanja (odvajanja) stanica sa mikronosa¢a tokom infekcionog razdoblja. Upotreba staklom obloZenih mikronosackih
sistema 1 metodologija stabilnog mikronosackog agregata sposobnog da tadrzi stanice u vitalnom stanju za maksimalnu
proizvodnju virusa u mikronosackoj kulturi. Postupak je primjenjiv na proizvodnju drugih virusa gdje je produktivnost
virusa povecana kreiranjem stabilne kulture tokom produZenog infekcionog razdoblja. nasa iskustva sa CZTODEX 3,
kolagenom obloZenim mikronosacem, slazu se sa ranijim izvjestajima koji pokazuju ka je u ovom sistemu formiranja
agregata nestalno 1 da je stani¢na populacija nestabilna pri ulasku u stacioniranu fazu. Mi smo otkrili, da je postupak na
bazi staklom obloZzenog mikronosaca koji nosi produZenu, stabilnu kulturu stanica u o§trom kontrastu sa prethodnim. Mi
smo takoder otkrili postupak za razbijanje 1 lizu stanica sa puferiranim sistemom deterdenata. Nukleusi ostaju intaktni
tokom ovog postupka, tako da se mogu profiltrirati prije nego $to udu u postupak procis¢avanja. Lizat je tada podloZan
preradi sa silaznim tokom prema uspostavljemm postupcima proc¢is¢avanja virusa. Primjena vakcine za ovaj postupak
ukljucuje proizvodnju bilo kojeg virusa koji se moze razmnoZzavati u agregiranoj mikronosackoj kulturi 1 regenerirati iz
bioreaktora. Od usidrenosti zavisne stanice koje mogu formirati agregirane kulture ukljucuju MRC-5, WI38, Vero 1 Chick
Embryo Fibroblast. Virusi koji se mogu razmnozavati sa ovim stanicama domacina obuhvacaju, ali nisu ograni¢eni na
Hepatitis A, Varielu, male boginje, zauske, Rubeolu, Poliovirus, herpes virus i Rotavirus.

Postupak osigurava postupak za kori§tenje provjerenih prednosti povecanja razmjera kod tehnologije mikronosaéa za
razmnozavanje stanica u proizvodnji virusnih vakcina, kao sto je za hepatitis A, koje zahtijevaju produZena vremena
kultiviranja. uspijesna primjena tehnologije mikronosaca za proizvodnju hepatitisa A ili drugih proizvoda gdje se
kultiviranje produzava u stacioniranu fazu, pokazano je da se usljed pogodne selekcije sistema mikronosac/stanica, koji
proizvodi agregate koji osiguravaju mikrookruZzenje za produzenu vitalnost stanica i formiranje proizvoda. Formiranje
agregata, ako Sto je opisano ovdje, $titi stanice od smetanja izazavanog suspendiranjem mikronosaca. Agregati imaju
priblizno 50-60% praznog prostora koji osigurava konvekrivni transport hranjivih materija kroz agregate 1 smanjuje
gustoéu agregata za lakSe suspendiranje stanica. Formiranje agregata takoder osigurava blizak kontakt stanice sa stanicom,
povecavajuci Sirenje virusne infekcije sa stanice na stanicu, 1 osigurava tkivu sli¢ne kontakte za formiranje proizvoda.

Kratak opis slika

Slika 1. Stani¢na gustoca za fazu razvijanja i prikupljanja virusa hepatitisa A razvijenog na MRC-5 stanicama 1
SOLOHILL staklenim mikronosa¢ima
Slika 2. pH Profil pokvasenih mikronosackih "spinner" kultura za fazu razvijanja i prikupljanja virusa hepatitisa
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A razvijenog na MRC-5 stanicama 1 SOLOHILL staklenim mikronosacima.

Kumulativna potro$nja glukoze za pokvaSene mikronosacke "spinner" kulture u usporedbi sa
monoslojnom stani¢nom kulturom za fazu razvijanja 1 prikupljanja virusa hepatitisa A razvijenog na
MRC-5 stanicama 1 SOLOHILL staklenim mikronosac¢ima, 1 odnosno COSTAR CUBE povr$inama.
Kumulativna proizvodnja laktata za namocene mikronosacke "spiner" kulture u usporedbi sa
monoslojnom stani¢nom kulturom za fazu razvijanja 1 prikupljanja virusa hepatitisa A razvijenog na
MRC-5 stanicama 1 SOLOHILL staklenim mikronosadima i odnosno COSTRA CUBE
POVRSINAMA:

Kumulativna proizvodnja amonijaka za namocene mikronosacke "spinner" kulture u usporedbi sa
monoslojnom stani¢nom kulturom za fazu razvijanja 1 prikupljanje virusa hepatitisa A razvijenog na
MRC-5 stanicama 1 SOLOHILL staklenim mikronosac¢ima, 1 odnosno COSTAR CUBE povr$mama.
Profil potro$nje glukoze za namocene mikronosacke kulture zu usporedbi sa monoslojnim stanicama
kulturom za fazu razvijanja i prikupljanje virusa hepatitisa A razvijenog na MRC-5 stanicama i
SOLOHILL staklenim mikronosacima, i odnosno COSTAR CUBE povrsinama.

Profil proizvodnje laktata za namoc¢ene mikronosacke "spinner" kulture u usporedbi sa monoslojnom
stanicnom kulturom za fazu razvijanja 1 prikupljanje virusa hepatitisa A razvijenog na MRC-5
stanicama 1 SOLOHILL staklenim mikronosa¢ima, i odnosno COSTAR CUBE povrsinama

Odnos potrosnje glukoze 1 proizvodnje laktata za namocene mikroncsacke "spinner" kulture u
usporedbi sa monoslojnom stani¢nom kulturom za fazu razvijanja 1 prikupljanje virusa hepatitisa A
razvijenog na MRC-5 stanicama 1 SOLOHILL staklenim mikronosac¢ima, i odnosno COSTAR CUBE
povrSinama

Kriva razvijanja (rasta) virusa A za namolene mikronosacke "spinner" kulture na SOLOHILL
staklenim mikronosac¢ima

SDS PAGE otapalom ckstrahiranog virusa hepatitisa A razvijenog u namocenim mikronosackim
"spinner" kulturama na SOLOHILL staklenim mikronosacima.

HPSEC profili za filtrirane lizate na 260 nm za namoc¢ene mikronosacke "spinner" kulture u usporedbi
sa monoslojnom stani¢nom kulturom za virus hepatitisa A razvijen na MRC-5 stanicama 1 SOLOHILL
staklenim mikronosac¢ima, i odnosno COSTAR CUBE povrsinama.

HPSEC profili na 260 nm za nukleazom tretirane lizate iz namocenih mikronosackih "spinner" kultura u
usporedbi sa monoslojnom stani¢nom kulturom za virus hepatitisa A razvijen na MRC-5 stanicama 1
SOLOHILL staklenim mikronosacima, i odnosno COSTAR CUBE povrsinama.

HPSEC profili na 260 nm za zarobljene proizvode iz namocenih mikronosackih "spinner" kultura u
usporedbi sa monoslojnom stani¢nom kulturom za virus hepatitisa A razvijen na MRC-5 stanicama 1
SOLOHILL staklenim mikronosacima, i odnosno COSTAR CUBE povrsinama.

HPSEC profili na 260 nm za staloZeni proiozvod iz namocenih mikronosackih "spinner" kultura u
usporedbi sa monoslojnom stani¢nom kulturom za virus hepatitisa A razvijen na MRC-5 stanicama 1
SOLOHILL staklenim mikronosacima, i odnosno COSTAR CUBE povrsinama.

HPSEC profili na 260 nm za proizvod anionske izmjene iz namocenih mikronosackih "spinner” kulture
u usporedbi sa monoslojnom stani¢nom kulturom za virus hepatitisa A razvijen na MRC-5 stanicama 1
SOLOHILL staklenim mikronosacima, i odnosno COSTAR CUBE povrsinama.

Mikronosacki agregati poslije 5 dana u kulturi dobijeni medologijom prema ovom izumu
upotrebljavaju¢i MRC-5 stanice i SOLOHILL staklom obloZene mikronosaée. veliine agregata su
sli¢ne nema pojedina¢nih mikronosaca bez stanica

MRC-5/SOLOHILL stakleni mikronosacki agregati obojeni sa fluorescein diacetatom. Zelena
fluorescencija ukazuje na vitalne stanice

Pocetna agregacija MRC-5/SOLOHILL staklenog mikronosackog sisitema na dan 1 kultiviranja.
upotrebljen je fluorescein diacetat; vitalne stanice fluoresciraju zeleno.

slobodnog prostora unutar MRC-5 staklom obloZene mikronosacke granule je priblizno 50% nezavisno
od promjera agregata.

Formiranje agregata u toku razvijanja stanica. VeliCina agregata raste proporcionalno sa povecanjem
broja stanice po agregatu.

Ovaj izum je postupak za replikaciju i razvijanje virusa u mikronosackoj stani¢noj kulturi. Primjena vakcina za ovaj izum
obuhvaca proizvodnju bilo kojeg virusa koji se moZe razmnoZavati u agregiranoj mikronosackoj kulturi i regenerirati iz
bioreaktora. Od usidrenosti zavisne stanice koje mogu formirati agregatne kulture obuhvacaju, ali nisu ogranicene na,
MRC-5, WI38, Vero i Chick Embry Fibroblaste.

Virusi koji se mogu razmnozavati u ovim stanicama domacina obuhvacaju, ali nisu ograni¢eni na Hepatitis A, Varicelu,
male boginje, zauske, rubeolu, poliovirus, herpes virus i rotavirus. Prema ovom procesu, stanice sazrijevaju do optimalne
gustoce na staklom obloZenim mikronosa¢ima i inficiraju se sa virusom. Prema jednoj realizaciji ovog postupka, kulture
se moc¢e sa medijumom. na kraju infekcije prikupljaju se mikronosaci. Proizvod virusa se skuplja bilo iz gornjeg sloja
medijuma ili liziranih stanica. U slucaju sa stanicama vezanih virusa koji se ne oslobadaju u medijum, ili virusa za koje su
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potrebni dodatni stupnjevi da bi se oslobodili u dovoljnom prinosu (kao $to je zamrzavanje/otapanje ili pomicanje
teku¢ine), postupak prikupnjanja opisan u ovom izumu za oslobadanje virusa iz agregiranih mikronosac¢kih kultura moze
se upotrijebiti prikupljanje moZe obuhvacati tekuée micanje ili te tekuce micanje povezano sa deteredentom za
permeabiliziranje stanica.

Namoc¢ene MRC-5 stanice kultivirane na staklom obloZenim mikronosa¢ima 1 inficirane sa virusom hepatitisa A daju
primjer postupka prema ovom izumu. Vazan element u proizvodnji virusa u namocenoj kulturi mikronosaca je stabilnost
stani¢ne populacije tokom procesa inficiranja. Ovo promatranje je od posebnog znacaja za viruse koji se sporo razvijaju,
kao §to je virus hepatitisa A (HAV). U proizvodnji HAV-a, prvenstvene stanice su MRC-5, mada se mogu upotrijebiti
sli¢ne stanice, kao §to su WI38 ili VERO, koje su prihvatljive za proizvodnju humane vakcine. U slu¢aju HAV 1 MRC-5
kulture, stani¢na populacija mora ostati stabilna u toku 21 dana postupka inficiranja. U toku ovog vremenskog razdoblja,
stanice u stacioniranoj fazi.

U studijima pretrazivanja mikronosaca koje obuhvacaju mikronosace razli¢itih proizvodaca ukljucujuc¢i Pharmacia
(CYTODEX 1,2 &3), SOLOHILL Laboratories (staklom 1 kolagenom obloZene), Mat Tek (Plastek), 1 Mitsubishi Kasei
(Diacarrier). Mi smo utvrdili da samo SOLOHILL staklom obloZene polistriolne granule uspostavljaju stabilne kulture
kroz stacioniranu fazu. U ovom sistemu, MRC-5 stanice se razvijaju u agregatima mikronosaca koji se povecavaju u
velic¢ini kako progresira kultura. U pretrazivanju razli¢itih mikronosackih sistema za komercijalnu primjenu, uobicajeno je
da se pretrazuju tipovi mikronosacakoji izazivaju znacajno agregiranje sa upotrebljenom stani¢nom linijom poveéanje u
mijesanju, smanjenje koncentracije kalcijuma, 1 smanjenje koncentracije seruma su uobicajeni postupci kojise koriste da
bi se smanjilo na minimum ili eliminiralo agregiranje. ini smo otkrili da u MRC-5 sistemu, povoljnim tehnikama
kultiviranja, staklom obloZen sistem mikronosaca formira strukturu agregata sa MRC-5 stanicama koja je idealna sredina
zarazmnoZzavanje, stanice rasta u slobodnom prostoru osiguravajuci tkivu slicnu morfologiju. Poznato je da slobodan
prostor 50 ili 60% od volumena agregata kao $to je ilustrirano na Slici 19 dok stani¢na masa okupira samo 1-2% od ovog
prostora. Zbog toga, nasuprot sistemima bioreaktora ili postupcima imobilizacije, koji dovode do difuzionih ogranicenja
kroz stani¢nu masu, stanice su distribuirane kroz agregat sa dovoljno slobodnog prostora za konvenktivan transport
hranjivih materijala 1 proizvoda kroz granule. Agregat je otporan na promjene pH izvan onoga koji se javlja u
kultivacijama stanica i EDTA pri koncentracijama sve do 1 mM, pokazujuéi sa receptorske veze koje su vjerojatno bile
ukljucene u poéetno formiranje agregata nisu potrebne za odrzavanje strukture agregata. Po§to se agregati mogu potpuno
disocirati tripsintacijom, struktura agregata se najvjerojatnije odrzava ekstracelularmm proteinima martiksa koje izlucuju
stanice.

Drugi sistemi MRC-5 stanice/mikronosa¢ formiraju agregate koji nisu stabilni kao onaj dobiveni sa staklom obloZenim
mikronosackim sistemom koji smo mi ovdje opisali. Zbog toga, po nama, selekcija staklom obloZenih mikronosaca za
kultivaciju stanica rezultira u kreaciji stabilne strukture agregata za razmnozavanje virusa za proizvodnju vakadne.

Jednom kada smo odabrali staklom obloZen mikronosac za stani¢no razvijanje na bazi stabilnosti u toku infektivne faze,
moraju se upotrijebiti odgovaraju¢i uvjeti kultivacije za formiranje homogenog agregata. Slike 16-18 ilustriraju
formiranje agregata metodologijom opisanom u ovom postupku. Homogeno, predvidljivo formiranje agregata je znacajno
za promatranje takvog sistema za komercijalnu proizvodnju virusne vakeine. prvo, vezivanje stanice mora biti homogeno
kroz populaciju mikronosaca posto se agregiranje dogada interakcijama stanica na stanicu, a na interakcijama stanica na
mikronosac¢. Ovo je poznato iz injenice da granule bez vezanih stanica ostaju kao takve kroz kultivaciju dok se agregacija
dogada sa mikronosacima sa vezanim stanicama. pod odgovaraju¢im uvjetima, svi mikronosaci imaju stanice koje su
vezane 1 tako svi zajedno formiraju agregate u kulturi, kao $to je ilustrirano u Slici 20. Ovo se postize inklucijom pri vise
od 5 stanica na granulu $to je ustanovljena praksa u radu sa mikronosacima. Postupci tipsinizacije, mjesanja, pH,
temperatura 1 koncentarcija seruma takoder imaju uloge u homogenom vezivanju. Porast veliCine agregata kao funkcije
razvoja stanice unutar agregata ilustriran je u Slici 20. Hidrodinami¢na okolina ustanovljena upotrebljenim mjesanjem je
znacajna za rast agregata u kulturi. OPM treba se odrZati na ili neposredno iznad kriti¢ne brzine mje$anja suspenzije iznad
dna, §to odgovara brzini mjesalice kada nista mikronosaca ne ostaje stacionirano na dnu duze od jedne sekunde. propeleri
moraju biti oko pola promjera posude ili veéi sa bi se smanjilo na minimum potrebni OPM, a povecalo na maksimum
mijesanja Sarze.

Manji propeleri formiraju zone visokog micanja blizu propelera koje mogu razrusiti stani¢ne mostove, tako smanjujuci
agregaciju i stani¢nu vitalnost. Nezdrave kulture ¢e povecati veli¢ine agregata. Ovo se ofekuje da je usljed oslobodenje
DNK u toku lizisa stanice sto djeluje kao posrednik za povecanje agregacije. Upotrebljavajuci strategiju napajanja
(dopuna medijumom) §to odrZava stani¢nu vitalnost smanjujuéi na minimum dalje agregiranje u stacionarnoj fazi.
Kriti¢na suspenzija iznad dna za agregate je manja nego ona pojedinac¢nih mikronosaca koja se ne ocekuje zbog vece
veli¢ine agregata. Razlog je usljed smanjene gustoce agregata posto je slobodan volumen (napunjen sa medijumom)
50-60% od volumena agregata 1 vjerojatno je posljedica hidrodinamicnosti suspendiranje agregata preko rasipanja
energije na heterogenoj povrsini. Agregati se, medutim, taloze mnogo brze nego pojedinacni mikronosaci. ove osobine su
prednosti za preradu u proizvodnim razmijerima. tako, smo mi pronasli da celularni agregati, prije nego $to su nepozeljni,
kao sto se ranije mislilo, osiguravaju stabilnu okolinu za stacioniranu fazu stanica i za virusnu infekciju 1 razvijanje.
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SOLOHILL stakleni mikronosaci sastoje se od polistirolne granule preodredene veli¢ine 1 gustoce, obloZene sa tankim
slojem stakla prema patentiranom postupku proizvodnje za koju ima licencu SOLOHILL Labs, Inc (U.S. patenti
4,029,045, 4.448,884, 1 44,564,532). Posto je gustoca stakla 2.4 mg/ml, neophodno je da se oblozi mikronosa¢ male
gustoce, da bi se osigurala povrsina stakla male gustoée (gusto¢a od 1.02 do 1.04 g/ml). Gusto¢a mikronosa¢a neposredno
iznad gustoce teku¢eg medijuma je kritiCna za smanjenje na minimum ostecenja stanica micanjem dok se suspendiraju
mikronosaci u posudi koja se mijesa. Prema tome, bilo koji mikronosa¢ obloZen staklom koji ispoljava ovu osobinu je
upotrebljiv u ovom postupku, a SOLOHILL stakleni mikronosaci su jedan, komercijalno dostupni primjer. SOLOHILL
stakleni mikronosacdi su iskoristeni za razvijanje jednog broja od usidrenosti zavisnih stani¢nih linija ukljucuju¢i VERO
(bubreg majmuna) CEF (chick embryo fibroblast) (fibroblasti pile¢eg embriona) BHK (hamster kidney) (bubreg hrcka)
MRC-5 (humani embrioni plu¢ni diploidni fibroblasti HFF (human foreskin fibroblasts) (humani fibroblasti udne
navlake), 1 MDBK (Mardin-Darbv bovine kidney) (Mardin-Darby govedi bubreg).

Pridrzavajuéi se postupka ovdje, svi ovi tipovi stanica mogu se sada upotrijebiti u produzenoj agregiranoj stani¢noj kulturi
za proizvodnju virusa koji mogu inficirati 1 razvijati ove stanice. Objavljeno je da stakleni substrat ima razlicitu
morfologiju vezivanja nego §to je ona videna na CYTODEX mikronosa¢ima iz Pharmacia LKB Biotechnology (varani, J.
1 sarad., Substrate-depedent differences in growth and biological properties od fibroblasts and epithelial cells grown in
microcarrier culture, J.Biol. Stand. Vol. 13, str. 67076, 1985). Ove razlike kombinirane sa odgovarajué¢im uvjetima
kultiviranja opisanim ovdje upotrebljene su da se inducira formiranje stabilnih agregata za proizvodnju virusne vakcine.

U jednoj realizaciji ovog izuma, Hepatitisa A virusa (HAV) varijanta pasaza 28 (P28) soja CR326F' upotrebljena je za
inficiranje MRC-5 stanica razvijenih na mikronosac¢ima samo u ilustriranim svrhama, i produkcioni materijal je kultiviran
na pasazu 29 (P29). P28CR326F' je oslabljen HAV soj. Drugi sojevi 1/ili serotipovi HAV su obuhvaéeni ovim izumom,
ukljucujuci HAV sojeve koji se mogu oslabiti uobic¢ajenim tehnikama poznatim u tehnici. Druge pogodne stani¢ne linije
za HAV razmnozavanje obuhvacaju Vero, FL, WI-38 1 FRhK6 stanice. ovi 1 drugi sistemi za HAV razmnoZavanje u
stani¢énim kulturama su prodiskutirani u Gerety, R.J. "Active Immunization Against Hepatitis A", u Garety, R.J. (izd)
Hepatitis A Academic Press 1984, str. 263-276; 1 Ticehurst, J.R., Seminars in Liver Disease 6 46-55 (1986). U principu,
bilo koja stani¢na linija kao $to je bilo koja humana diploidna fibroblast stani¢na linija, moZe posluziti kao stanica
domacina za HAV pod uvjetom da je osjetljiva na HAV infekeiju.

Prvenstneva stani¢na linija je MRC-5. od strane stru¢njaka ¢e biti razumljivo da obim ovog izuma obuhvaca, pored
prenosa P18 ili p28, soja CR326F' HAV-a, bilo koju drugu Hav varijantu ili soj, bilo oslabljen ili virulentan, kao i druge
viruse koji se mogu kultivirad na od usidrenosti zavisnim stanicama. Oslabljene varijante ili sojevi mogu se izolirati
serijom prolazaka u stanicama, Zivotinjama, ili drugim postupcima. Vidjeti na primjer. provost, P.J., 1 sarad., proc. Soc.
Exp' Biol. Med. 170,8 (1982); Provost, P. J. 1 sarad., J. Med Virol. 20, 165 (1086): U.S. patent 4,164,566 1 5,021,348 za
detalje o oslabljivanju. postupak kultiviranja se brzo 1 lako adaptira na oslabljene ili virulentne HAV sojeve.

U prvenstvenoj realizaciji ovog izuma, MRC-5 stanice se inficiraju multiplicitetom infekcija (MOI) HAV-a dovoljnim da
se postigne efikasna infekcija stani¢ne kulture. MOI od 0.05-1 je prihvatljivo: Kultura za zasijavanje (sjeme) se povoljno
dobije upotrebljavajuci HAV iz gornjih frakcija stacionarne kulture inficirane sa HAV 1 inkubirane oko 28 dana. Dopusti
se da se HAV replicira u stacionarnoj kulturi do pika proizvodnje virusa. Drugi postupci kao §to su mikronosacka kultura
ili COSTAR CUBE mogu se upotrijebiti za dobijanje kulture za zasijavanje (sjemena). Medijum stani¢ne kulture moze
biti bilo koji medijum koji potpomaze aktivan razvoj MRC-5 stanica 1 HAV replikacije.

Postupak prema ovom izumu se bolje razumije s obzirom na slijedecée stupnjeve 1 faze.
Stupanj 1: DOBIJANJE MIKRONOSACA

Pogodan biorekator za mijesane suspenzione kulture stanice sisara, $arZira se sa suhim obloZenim mikronosackim
granulama. Granule se suspendiraju u WFI kvaliteta vodi 1 steriliziraju se m situ. Poslije sterilizacije, voda se ispustiiu
bioreaktor se dodaje pogodan sterilan medijum za kultiviranje stanica prema izboru za odredeni virus koji se treba
razvijati. da bi se osigurala potpuna zamjena vode 1 uravnoteZavanje granula, medijum se prvenstveno zamijenjuje do tri
puta. Za HAV kulturu, mi smo nasli da je upotreba Williams-ovog medijuma E (bez seruma) prihvatlj'iva na ovom
stadijumu. Pozeljno je da se postigne cilj od oko 20 grama/lit do 75 grama/lit mikronosaca na medijum, a prvenstveno oko
40 grama/lit do 60 grama/Ift.

Stupanj 2: CELIJSKA INOKULACIJA
Jednom kada su mikronosaci uravnoteZeni u medijumu 1 na temperaturi (30°-37°C) prema Zelji, stanice, prvenstveno u
kasnoj log fazi se zasiju u posudu kulture. Za rad u malim razmijerima, NUNC CELL FACTORIES (NCFs) NUNC

stani¢ne fabrike koje su male multilamelarne stanice stani¢ne kulture u kojima stanice mogu razvijati u monosloju prema
uputstvima proizvodaca, su pogodni za ovu svrhu. Koncentracija inokuluma stanice je 5-10 stanica na granulu
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mikronosaca, §to odgovara oko 100,000 (1x105) stanica/ml pri upotrebljenim punjenjima granule. Za malu kulturu
mikronosaca od oko 600 ml, potrebno je oko 6 x 107 stanica. iz jedne konfulentne desetoslojne NCF moze se prikupiti
priblizno 5 x 108 stanica upotrebljavajuéi tripsin. Ovi odnosi se lako povecaju na vise za vece mikronosacke kulture
inokuluma upotrebom dodatnog NCF ili, ako je potrebno, sjemena mikronosacke kulture. jednom kada su stanice
prikupljene tripsinom i neutralizirane medijumom koji sadrzi serum, one se peletiziraju pomocu centrifugiranja pri niskoj
brzini 1 ponovo suspendiraju u medijumu koji sadrzi tele¢i serum obogacen sa oko 10% Zeljeza, ili se jednostavno
razrijeduje sa medijumom koji sadrzi tele¢i serum obogaden sa oko 10% Zeljeza. Upotrebljavajuéi jedan dio stani¢nog
inokuluma na devet dijelova medijuma kulture mikronosaca bez seruma, postiZze se finalna koncentracija teleCeg seruma
obogacenog sa 1 % Zeljeza. Ovaj se odnos moZe prirodno modificirati modificiranjem koncentracije seruma koji se dodaje
u ponovno suspendiran stani¢an inokulm ili modifikacijom odnosa inokulma prema volumenu biroreaktora. Nadeno je da
koncentracija seruma od 1% pri pH 7.6-7.9 osigurava homogeno vezivanje stanica.

Jednom kada su cijepljene, stanice se ostave vezivati na mikronosade oko tri sata (mada su duZa i kraca vremena
prihvatljiva 1 precizna koli¢ina vremena potrebnog za vezivanje nije kriti¢na) upotrebljavajuci brzinu mijesanja dovoljno
da se postigne kriti¢na suspenzija iznad dna, §to je minimalna brzina mijeSanja (broj obrtaja u minuti, opm, propelera) da
se postigne stanje u kojem ni jedan mikronosa¢ ne provodi vise od jedne sekunde na dnu biroreaktora koji se mijesa. ovo
se postiZe ispitivanjem odgovaraju¢e modifikacije brzine propelera, 1 jednostavan je postupak sa kojim su upoznati
stru¢njaci.

Stupanj 3: NAMOCENE KULTURE STANICA DO KASNE LOG FAZE

Jednom kada je stanicama dano dovoljno vremena da se vezu za mikronosace, medijum se obogacuje sa dodatnim
serumom za razvoj stanica. za MRC-5 stani¢nu kulturu za HAV proizvodnju povoljan je podatak dovoljno teleceg seruma
obogacenog sa Zeljezom da se postigne koncentracija seruma od 10%. koncentracija seruma moZe se mijenjati sa drugim
formulacijama medijuma $to ¢e biti razumljivo stru¢njacima.

Poslije oko 24 sata od vezivanja stanice i uravnoteZzavanja sa bilo kojim podesenim uvijetima seruma, uspostavlja se jedan
ulazno/izlazni sistem sa praznjenjem i ponovnim punjenjem medijuma pri brzini od oko 0.7 do oko 2, a prvenstveno 1.3.
volumena medijuma na dan. pracenje glukoze, laktata 1 amonijaka osigurava postupak da se osigura da ne dode do
osiromasenja hranjivim materijalom i pH fluktacija. Struénjaci su dobro upoznati sa tehnikom pracenja ovih parametara 1
postupcima za postizanje njihove stabilnosti. na primjer, ako se nade da je snabdijevanje glukozom ogranic¢eno, brzina
mocenja moze se povecati. Ako se nade da je pH previse kiselo usljed proizvodenja laktata 1 akumulacije, dodatak blagih
alkalija ili povecanje brzine mocenja ¢e kontrolirati ovaj nepozeljni trend. Sterilni filtrirani zrak se osigurava u gornjem
prostoru biroreaktora, 1 u malim razmijerima, povrsinski propeler moze se upotrijebifi da povoljno poveca transfer plina
razbijanjem povrSinskog napona na grani¢noj povrsini zraka-tekucine.

Jednom kada je uspostavljeno mocenje ostavi se da se stanice razvijaju do kasne ekspotencijalne (log), ili rane
stacionirane faze. tipi¢no, sa MRC-5 stanicama u Williams-onom medijumu E obogatenom sa tele¢im serumom
obogacenim sa 10% Zeljeza, za ovo je potrebno razdoblje od oko 6 dana. lako duZina vremena osiguranog za razvoj
stanica nije kriti¢na, pozeljno je da se osigura dovoljno vremena da se postigne dobar razvoj stanica 1 agregacija.

Stupanj 4. INFEKCIJA

Tipicno, rezervna sjemena infektivnog virusa se povoljno Cuva zamrznuta. Medutim kada je razvijen, rezerva infektivnog
virusa se koristi da inficira stanice pri multiplicitetu infekcija (MOI) od oko 0.05 do oko 1, a prvenstveno oko 0.1.
Mocenje se zaustavlja tokom ovog razdoblja inficiranja da bi se omogucéilo vezivanje virusas na stanice oko dva sata.
Jednom kada je osigurano dovoljno vremena da se postigne efikasno vezivanje virusa na stanice, ponovno se poéinje sa
moc¢enjem. Mogu se uzimati uzorci kulture svake nedjelje, 1 poslije dovoljnog vremena, §to zavisi od virusa, kompletan
biroreaktor se skuplja.

Za HAV razvijen na MRC-5 stanicama u sistemu koji smo opisali, pik HAV, proizvodnje se tipi¢no postuZe oko 14-28
dana poslije infekcije.

Stupanj 5: SAKUPLJANIJE VIRUSA

Kao prvi stupanj u sakupljanju virusa, zaustavlja se mijesanje i dopusti se da se virusom inficirane stanice vezane za
mikronosace staloZe gravitacijom. pri proizvodnom omjeru, postupci za pranje agregata, kao §to je upotreba filtriranih
uredaja, su prvenstveni. Gornji sloj tekucéine nad kulturom se uklanja. Za HAV najveci dio virusa se nalazi unutar stanica
i moZe se osloboditi lizisom stanice. Ovo se postiZze razaranjem stani¢nih agregata u sakupljenoj otopini. Prvenstveno,
sakupljena otopina sadrzi komponentu da daju stanicama permeabilnost na HAV. Takve komponente su poznate u tehnici.
Prvenstveno se dodaje deterdent kao Sto je Triton X-100 NP-40, ili ekvivalent pri najnizoj mogucéoj efikasnoj
koncentraciji da bi se olak$alo kasnije uklanjanje. Jedan deterdent za koji je nadeno da je prihvatljiv za ovu svrhu je
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TRITON-X100, koji se moZe upotrijebiti pri koncentraciji od oko 0.1% u pogodnom puferu kao §to je 10 mM Tris-HC,
0.1 mM MgCl,.

Efikasan postupak za razaranje agregata u nasem sistemu obuhvaca propustanje mikronosaca kroz petlju recikliranja u
koju su ukljuceni niz otvora sa opadaju¢im promjerima. Kori§teni su promjeri od 1/16", zatim 3/64", a zatim 1/32" 1
sadrzaj bioreaktora je recikliran pri oko 500-1000 ml/minutu, dok se svi agregati (mikroskopom inspekcijom uzoraka)
nisu razorili. po povecanju razmijera ovog stupnja, micanja teku¢ine neophodno za razaranje agregata postize sc
ispravnim dimenzioniranjem promjera otvora za povecanu brzinu protoka za vrijeme prikupljanja kako bi se postigla ista
linearna brzina. Posto je linearna brzina=brzina protoka/povrSina otvora mogu se posti¢i uvjeti za razaranje agregata
dobivanjem linearnih brzina u podrucju 1010 cm/minutu- 2020 cm/minutu, bez obzira na razmjer. Najmanji promjer
(1/32", oko 0.8 mm) je priblizno pet puta veci od promjera pojedina¢nog mikronosaca (oko 150 um).

Pri ve¢im omjerima proizvodnje koristi se veci otvor radi izbjegavanja truljenja $to se kompenzira povecanjem brzine
protoka da bi se dobile linearne brzine u njemu. Promjer je dovoljno uzak da se postigne efikasno razaranje agregata, ali
takoder dovoljno veliki da se svede na minimum truljenja posebno poslije izuma kroz vece otvore. Druge tehnike
ukljucujuci, ali ne ograni¢ene samo na obradu ultrazvukom mogu se takoder koristiti. Dobivena suspenzija mikronosaca
se ostavi staloZiti 1 stani¢ni ostaci, koji sadrze virus, dekantiraju se i lageriraju. Bioreaktor se Sarzira sa dodatnim
deterdentom koji sadrzi pufer 1 sadrzaji biorekatora se recikliraju kroz vanjsku petlju 1 otvore da bi se izvukao zahvaceni
virus. Ponovno se ostavi staloZiti suspenzija 1 gornji sloj tekucine se sjedinjava sa lageriranim gornjim slojem teku¢ine. Na
ovom stadiju hemacitometrijskog brojanja jezgra koja se nalazi u gornjem sloju tekucine daje dobru procijenu broja
sakupljenih stanica. Gornji sloj tekuéine se filtrira kroz filter od 5 um radi uklanjanja jezgra, a gornji sloj tekucine se dalje
obraduje kao $to je pozeljno. Postupak koji je primjenjiv na proc¢is¢avanje HAV dan je niZe.

Stupanj 6: PROCISCAVANIJE HAV-a

HAV dobiven u kulturi prema ovom izumu moZe se procistiti prema postupcima poznatim u tehnici ili se moZe upotrijebiti
direktno kao vakcina ako je oslabljen on se moZe isto tako inaktivirati prema postupcima poznatim u tehnici, medu kojima
je prvenstvena inaktivacija formalinom. Za detalje za ove stupnjeve poznate u tehnici, vidjeti na primjer US patent
4,164,566; 5.021,348; EP 0 302 692; 1 USSN 07926, 873, podnjet 8/10/92.

Stupanj 7: INAKTIVACIJA VAKCINE 1 FORMULACIJA

Dodatni stupnjevi uobic¢ajenog i dobro poznatog karaktera su ili mogu biti potrebni za dobivanje pro¢is¢enih HAV kapsida
za upotrebu kao vakcine. Na primjer, tretiranje sa formalinom, sterilna filtracija 1 adsorpcija na nosace ili aduvante su
tipi¢ni osnovni stupnjevi za dobijanje formalinom inaktivirane vakcine. Vidjeti, na primjer, Provost, P.J. 1 sarad., Proc.
Soc. Exp. Biol. Med 160, 213 (1979); Provost P.J. i sarad, J.Med Virol. 19, 23 (1986). HAV se moZe inaktivirati toplinom,
promjenama pH, ozraCivanjem, tertiranjem sa organskim otapapalima kao formalinom ili paraformaldehidom. Tipicno,
HAV inaktivacija se vr$i pri 1/4000 odnosu formalina. inaktivirani HAV se tada apsorbira Ui ponovno taloZi sa
aluminijumom hidroksidom da bi se osigurali efekti adjuvanta i nosaca. Pokazana je efikasnost inaktivirane HAV
vakcine/ New England J. of Med. 327: 453-457 (1992)/.

U svrhu usporedenja ovog postupka sa produkcionim postupkom pomocu monoslojne stani¢ne virusnee kultute, MRC-5
stanice su zacijane u 2 COSTAR CUBE bioreaktora velikih razmijera 1 3 mikronosacke kulture. Brzine mocenja za
mikronosacke kulture su bile 0.7 i 1.5 bioereaktorskih volumena/dan §to obuhvaca 1.3 bioreaktorskih volumena na dan
upotrebljenih u COSTAR CUBE:

Mikronosacko napajanje je odabrano tako da se dobije slicna stani¢na gusto¢a kao kod COSTAR CUBE biorektora tako
da se moZze napraviti direktno usporedenje izmedu ova dva bioreaktora. Mikronosacke kulture su bile stabilne kroz
infekcioni period 1 imale su slicne metabolicke brzine kao COSTAR CUBE bioreaktor s obzirom na glukozu i laktat.
Mikronosacki lizat 1 jedna litra COSTAR CUBE lizata pro¢isceni su sa slicnom efikasnos¢u i lakoc¢om rukovanja
upotrebljavajuci nizvodni postupak adaptiran na HAV proci§cavanje.

Proizvodnje Hepatitisa A je bila oko polovine COSTAR CUBE postupka na bazi po stanici, ukazujuéi na potrebu za
optimizacijom infekcionog postupka u mikronosackoj kulturi. Volumenska produktivnost po litri volumena bioreaktora je
bila takoder polovina one kod COSTAR CUBE; medutim sa ovim postupkom postoji moguénost da se vise nego
udvostru¢i gustoca stanice 1 time volumenska produktivnost, povecanjem $arzi mikronosa¢a. MRC-5 stani¢na populacija
je odrzavanje u stabilnim mikronosackim agregatima bez gubitka stanica tokom infekcionog procesa od 21 dan. Svi drugi
testiranl tipovi mikronosaca pokazuju gubitak MRC-5 populacije sa mikronosaca poslije faze razvijanja i zbog toga su
nepogodni za proizvodnju virusa. Mi smo dobili krajnju staniénu gustoéu u mikronosackim kulturama od 2.2-2.4 x 10°
stanica/ ml §to je sli¢no sa procjenjenom gustoéom od 2.6 x 10° stanica/ml dobivenom u COSTAR CUBES.

Brzina potrosnje glukoze 1 brzina proizvodnje laktata u namoc¢enoj mikronosackoj kulturi su bile sasvim sli¢ne sa onim u
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namocenim COSTAR CUBES. Stehiometrijska konverzija glukoze u laktat se vidi u oba sistema. Proizvodnja amonijaka,
sporednog proizvoda osnovnog glutaminskog metabolizma je bila oko polovine u sistemu mikronosaca gdje je
upotrebljena $arza od 2 mM glutamina umjesto $arze od 4 mM glutamina u COSTAR CUBES. na 21 dan poslije infekcije
mikronosacka kultura je proizvela prosje¢no 112 jediinca na milion stanica 1 258 szanica na litru volumena bioreaktora.
Ovi prinosi su 40-50% 1 odnosno 38% od onih dobijenih u COSTAR CUBES: Kriva razvijanja virusa pokazuju da je
preko 50% virusa ve¢ proizvedeno na dan 14 sa bitnim opadanjem brzine razvoja virusa od 14 do 21 dan. Nije jasno da 1i
je smanjen stani¢ni prinos usljed toga $to nisu sve stanice ucestvovale u infekciji, manje produktivnosti po inficiranoj
stanici, ili isticanje virusa u medijum prije skupljanja. Agregati su bili stabilni tokom dva pranja slanom otopinom i ¢ak
poslije dodavanja 0.1% Tritona. Agregati su bili razoreni kontroliranim micanjem tekucine kroz niz otvora koji su bili
instalirani u petlji za recikliranje kod bioreaktora. Jezgre su oslobadene i tako jednostavno kvantificirane) 1 uklanjana
filtracijom kroz jedan Durapore filtar od 5 um dozvoljavajuci da se lizat obraduje prema uspostavljenom postupku
proc¢is¢avanja. SDS PAGE otapalom ekstarhiranog materijala pokazuje tri karakteristicne trake za Hepatitis A 1 Cetvrtu
kod molekulske teZine od 66.000 §to vjerojatno odgovara BSA serumski dobivenom koji nije bio potpuno uklonjen tokom
pranja slanom otopinom prikupljenog materijala.

Jedan od najvaZnijih aspekata ovog izuma je §to smo pokazali da se stanice MRC-5 mogu odrZati u stabilnom stanju sa
mikronosacima tokom to-tjedne infekcije Hepatitisom A. Stabilnost sistema se pripisuje jedinstvenim osobinama agregata
koji se formiraju tokom razvijanja MRC-5 stanica sa staklom obloZenim polistirolnim mikronosac¢ima.

Ovdje prikazani podaci daju usporedbu postupka sa namoc¢enim mikronosac¢ima 1 postupka sa monoslojnom stani¢nom
kulturom pri sliénim staniénim gusto¢ama i brzinom modenja. metabolicki indikatori kao §to je potrosnja glukoze,
akumulacija laktata, 1 molarni odnos ove dvije brzine ukazuju na sli¢nost metabolizma MRC-5 u ova dva postupka.
Prociscavanje Hepatitisa A iz oba postupka su znacajno sli¢na §to ukazuje da nikakve velike promjene u kasnijim fazama
procesa nece biti potrebne ako se virusi proizvode na mikronosackoj kulturi.

Specifi¢na proizvodnost virusa po stanici pri mikronosackim kulturama sa niskom brzinom mocenja (0.7 zap/dan) je samo
7% niZa nego proi vec¢oj brzini mocenja (1.5 zap/dan) kulture §to ukazuje da koristene brzine modéenja ne ogranicavaju
proizvodnju virusa.

Specifitna proizvodnja virusa po stanici u mikronosackim kulturama bila je oko polovine one dobivene u onim
Zasnovanim na virusima razvijenim na monoslojevima prema nasim najboljim procjenama stani¢ne gustoce. posto podaci
o brzini mocenja ne ukazuju na ogranicenje hranjivih materijala, moZe se zakljuciti da ili sve stanice nisu ucestvovale u
infekciji ili je virus bio proizveden, ali rasut u medijumu. U prvom sluéaju, vjeruje se da je vitalnost visoka kroz
infekciono razdoblje $to je zasnovano na mijerenjima pomocu tripan plavog u posljednjem ciklusu sa ponovnim
punjenjem (najgori slucaj) 1 iznosi 92%, na dan 21 poslije infekcije. Za dane specificne tekuce produktivnosti po stanici za
mikronosacke kulture moZe se posti¢i povecanje ukupne produktivnosti poveéanjem staniéne gustoée u bioreaktoru veéim
Sarzama granula. u zakljucku, agregirani mikronosacki sistem ima velike moguc¢nosti kao postupak koji se moze
razmjerno povecati za proizvodnju vakcina za Hepatitis A 1 druge viruse.

Slijede¢i primjeri su dani da prikazu specifi¢ne realizacije ovog izuma, ali se primjeri ne trebaju smatrati kao jedini vid
izvodenja ovog izuma.

Primjer 1
PROIZVODNIJA KULTURE ZA ZASIJAVANIE ZA VIRUS HEPATITIS A

Postupak u velikim razmijerima za proizvodnju stanica i sjemena virusa obuhvaca zasijavanje MRC-5 stani¢nih
monoslojeva u 6000 cm® NUNC CELL Fabrika (NCFa) MRC-5 stanice su razvijene NCFa do konflutentnosti. Ove stanice
se mogu sakupiti i upotrijebiti za zasijavanje na mikronosace. Alternativno, konfluetentne stanice u NCFa se inficiraju sa
virusom pri MOI od oko 0.1.

Poslije infekcije stanice se inkubiraju oko 28 dana sa nedjeljnim zamijenjivanjem medijum koji sadrzi 10% zap/zap
fetalnog teleceg seruma. nadeno je da visoke koncentracije seruma, 2 do 10% zap/zap omogucavaju vecu proizvodnju
virusa nego niski nivoi, 0.5 do 2% zap/zap. na kraju ovog ciklusa gornji sloj teku¢ine sadrzi velike koli¢ine virusa, u ovom
primjeru 10™* TCIDs, na mililitar, koji se sakuplja direktno iz NCF, bez stani¢nog lizisa, i upotrebljava se kao izvor
osnovno sjemena. na ovaj nacin se dobivaju velike koli¢ine infektivnog virusa potrebnog za proizvodnju postupkom koji
je reproduktivniji 1 laksi od onog sa "roler" bocama ili flasama, ili sa mehanic¢kim skupljanjem stanica.

Primjer 2

PROIZVODNIJA HEPATITISA A U AGREGIRANOM MIKRONOSACKOM SISTEMU
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Ovyj 1 slijede¢i primjeri ilustriraju kvantitativnu proizvodnju hepatitisa A u mikronosackoj kulturi u malim razmijerima 1
proc¢iscavanje lizata ustanovljenom Semom procis¢avanja HAV. Povoljnim modifikacijama mogu se dobiti drugi virusi i
stani¢ni tipovi.

Mikronosacki "spinner" sistem (Stupanj 1):

"Spinner" sistem je projektiran tako da radi kao samostalna jedinica na kolicima gdje se uzrokovanje, promjene medijuma,
1 infekcija izvode kroz zatvoren sistem obrade upotrebljavaju¢i SCD 1I sterilni uredaj sa zavarenom cijevi. "Spinner”
posuda je izradena po narudzbi iz Bellco za radnim volumenom od 565 ml i oblogom za kontroliranje temperature. Sistem
za mijeSanje sastoji se od Bellco lopatice modificirane na promjer od 6.6 cm. Promjer je izabran na osnovi studija mjerenja
kriti¢nih brzina mije$anja suspenzije iznad dna (COBSR) i izracunavanja hidrodinami¢nih uvjeta baziranih na ovoj brzini.
Povrsinski propeler, 4 cm dugadak postavljen je na razdijelnoj povr$ini kulture da bi se osigurao povecan transfer kisika
pri veéim stani¢nim gustocama takoder 1 pomoglo uklanjanje CO,. Eluent bez mikronosaca se uklanja pomoc¢u metalne
cijevi unutra§njeg promjera od 1/2 in¢a pokrivene mreZzicom od 10 um postavljenom na Z¢ljenom volumenu bireaktora
upotrebljavajuci 50% vecu brzinu protoka nego $to je ulazna brzina toka mocenja.

Dobivanje mikronosaca

Za studiju su upotrebljeni staklom obloZeni polistirolni mikronosaci iz SOLOHILL Laboratories Inc. NajniZa specifi¢na
tezina mikronosaca iz SOLOHILL Laboratories Inc. najniza specifi¢na teZina mikronosaca koja je dostupna iz
SOLOHILL, od 1.02, izabrana je da bi se smanjila na minimum koli¢ina energije za suspendiranje MNa. opseg veli€ine je
bio 150-210 um. Analiza veli¢ine Cestica koja je izvedena od strane SOLOHILL lab. odredila je da su povrSinski prostor i

broj granula 514 cm2/g i odnosno 6.6x10° granula na gram. sar%a mikronosa&a za eksperiment je odabrana od 35.4 g/litar.

MNi su Sarzirani U silikonizirane spinnere od 500 ml sa oblogom, suspendirani su WFI vodi i autoklavirani 30 minuta na
122°C. MNi su tada oprani 3 puta sa modificiranim Williamsovim medijumom E, sa 2 mM glutamina, bez seruma.

Primjer 3

Stani¢na ekspenzija/Inokulacija spinnera. (Stupanj 2}:

Cetrnaest NCFa je zasijano sa MRC-5 stanicama. Iz 12 NUNC CELL FABRIKA (NCFa) je sakuplien proizvod i
upotrebljen za zasijavanje dva COSTAR CUBE bioreaktora. Iz preostale dvije NCFe je sakupljen proizvod i upotrebljen
kao inokulm za mikronosacke spinnere. Stanice su centrifugirane 10 minuta pri 300xg 1 ponovno suspendirane u sa 10%
zeljeza dopunjenom tele¢em serumu (FeCS), 90% modificiranom Williams-ovom medijumu E sa 2 mM glutamina. U
ovom eksperimentu nisu upotrebljeni antibiotici. Stanice su vezane pri oko 8 stanica/granuluu 1% FeCS, pH 7.7, na 37°C.
Tokom 3 sata sve stanice su se vezale 1 medijum se dovede do 10% FeCS da bi zapocela faza razvijanja stanica.

Prema Poisson-ovoj distribuciji, samo 5 stanica po granuli je potrebno da se osigura da se najmanje jedna stanica veZze za
svaku granulu kroz stohasticke susrete izmedu stanica i1 garnula. Mi smo na§li da se pod uvijetima vezivanja
specificiranim ranije, 5 stanica po granuli ¢esto dovodi do ne§to mikronosaca (MNa) bez stanice. Ovi mikronosaci su
ostali kao pojedina¢m MNi kroz kultivaciju $to dalje potvrduje da se fenomen agregacije dogada kontaktom stanice na
stanicu, a ne stanica na MN kontaktom. U ovom eksperimentu odnos stanice na granulu je bilo 8.2 i uoceno je da svi MNi
imaju najmanje jednu stanicu vezanu poslije 3 sata (stanice su jos uvijek zaokruZene 1 stoga su vidljive na neprozirnom
MN). Razlika u minimalnom odnosu stanica/granula moZe biti usljed agregacije nekih od stanica na stadijumu zasijavanja,
§to dovodi do pada u predvidenom odnosu stanica-na-granulu. Rutinsko eksperimentiranje, medutim, dopusta
optimizaciju uvjeta vezivanja za ovaj sistem.

U ovom eksperimentu, stani¢na gusto¢a pri zasijavanju je bila 1.56x10’ stanica/ml. §to odgovara 8600 stanica/cm*MN. Na
dan 2 formirani su mali agregati od 2-5 MN koji su porasli na 10-30 MN na dan 5. poslije toga, neki od 10-30 MN agregata
su kombinirani tako da formiraju oko 50 MN agregata. Potpuno je jasno da se rast stanica dogada procesom agregacije.
Nije bilo prisutan ni jedan pojedinacan MN u kulturi 1 vidljiv je bio razvoj stanica u praznom prostoru izmedu MNa. Profil
razvoja (rasta) stanica prikazan na Slici 1 pokazuje da su kulture postizale stani¢nu gustocu od 2-3 MM stanica/ml na dan
5. Broj jezgra na dan 6 bio je niZi posto su veci agregati smijestili u suzenja u liniji uzorka. posto je koncentracija Cestica
opala oko 50 puta usljed agregacije, kultura se promijenila od vrlo mutne sa pojedinaénim MNa do sasvim prozra¢ne. Na
taj nacin je moguce tekucée pracenje progresa kulture pomocu probe zamucenosti uzorka. Tokom 28 dnevnog procesa
efluenta nisu primjecene plutajuce stanice usljed odvajanja stanica. Broj jezgara iz sakupljenog materijala iz bioreaktora
na kraju ciklusa pokazuje takoder, da je kultura ostajala stabilna tokom cijelog razdoblja infekcije. Utvrdili smo takoder,
da su agregati kada su jednom bili formirani bili vrlo stabilni. ¢ak i pod ekstremnim pH, prisustvo EDTA i povecanim
brzinama mijeSanja. Posto se agregati vrlo lako raspadaju u prisustvu tripsina, najvjerojatnije jc da su agregati stabilizirali
kreacijom ekstracelularnog matriksa sastavljenog od kolagena koji luce stanice.
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Primjer 4

Mocenje (Stupanj 3):

Kulture su pocetno razvijene na Sarzni nacin 2 dana koriste¢i medijum iz boca 1 UV ozraceni serum. Na dan 2 zapoceno je
mocenje upotrebljavajuéi medijum iz vreée dobiven iz JRH, sa modificiranim Williams-ovim medijumom
E-kombiniranim sa FeCS.Grupa vreca se sastoji od 10-20 litarski "Stedim" vrec¢a;Kako modificirani WILIAMS-ov
medijum E tako 1 na ozrafeni FeCS serum prihvaceni su od strane Merck-a za proizvodnu upotrebu. Prije 1 poslije toka
eksperimenta razvijanje MRC-5 stanica u t bocama je usporedeno koriste¢i serumom dopunjen medijum u vrecama 1
medijum iz boce kome je dodan ozracen serum kao kontrolni. Glukoza, laktat i amonijak su bili identi¢ni, pokazujuci
Sestomjeseénu stabilnost za FeCS/osnovnu smjesu medijuma od dana kada su serum i medijum bili kombinirani,. Za
vrijeme eksperimenta, medijum je bio dopunjavan sa bikarbonatom do krajnje koncentracije od 3.7 g/litar da bi se odrzalo
pH iznad 7.3.

Ciljane brzine mocenja bile su 0.7 volumeni na dan (spinner 1 1 1.5 volumena na dan (Spiner 2 & 3) na osnovu volumena
bioreaktora od 565 ml. medutim, mikrokazetne Watson Marlow pumpe koje smo koristili nisu to¢no reguliurale brzinu
protoka pri postavljenim opm, naroCito posto su uklonjene cijevi. Brzine su mijerene periodi¢no, a dole navedene
mijerene brzine koristene za obracun. prosijecne brzine mocenja za vrijeme infekceije su bile 0.76, 1.51, 1 odnosno 1.51 za
3 spinnera, linijski rotameri i cijevi §ireg promjer (nizi opm) doprinosice efikasnosti ovog sistema. treba primjetiti takoder
da su brzine bile korigirane kada je mocenje prekidano zbog greske da se na vrijeme zamijene vrece, vidjeti Tabelu I:

12



10

15

HR P950097 A2

TABLICA 1

; Izmjena brzine modenja 7 Bloreaktor volumen/dan j
Kultwra,  Sarost, | "Spinner® # 1 "Spinney” # 2 "Spinners” # 3
dani Volum./dan | Volum,/dan Volom.fdan

2 ‘ 0.5 1.2 1.2

3 4.5 0.6 .6

4 4 08 R 2 L 12

3 0.5 1.2 1.2

6 L 4.5 1.2 1.2
7 7 064 14 1.84

5 0.7 L 2.1

9 0.7 2.1 2.1
10 0.7 1.67 S i

11 4.7 1.6 16
i2 07 _ 1.27 1.27

3 \ )7 N 1.3 7 1.3

o4 4 N 13 1.3

13 0.8 14 14

16 8.5 ] 1.4 1.4

17 0.8 ‘ 14 1.4

i8 : 0.8 ] 14 1.4
777777777777777 @ s b 14 1.4
A 0.8 1.4 14

21 0.8 1.4 i4

22 B 0.8 1.4 ) 1.4

,,,,,,,,, 3 Rt L 14 ) 14
L ) 8 4 v 14
23 4.4 1.86 186

26 0.8 1.4 1.4

27 0.8 14 1.4

28 Q.8 1.4 1.4

i Brzina modenjme 1.5 volidan w S65mif2dh = I35 mih

U literaturi je navedeno da se MPC-5 stanice optimalno pH iznosi 7.7, 1 da do potpunog prekida rasta dolazi pri pH 7.2
(Forestell, S, 1 sarad., Biotechnol. bioneg, 39: 305-313, 1992). Proizvodne COSTAR CUBES se kontroliraju pri pH
podesena na 7.3 za vrijeme cijele kultivacije. Po§to u spinner bocama nema kontrole pH, odrZavanje pH iznad 7.3 zavisilo
je od mocenja, da bi se uklonila mlije¢na kiselina 1 od povrsinskog propelera da bi se povecalo odavanje CO™ iz tekuce
faze. pH profil prikazan na Slici 2 pokazuje pad pH tokom prvih 150 sati. tada se dodaje natrijum bikarbonat u slijedece
vrece medijuma da bi se povecala koncentracija sa 2.2 g/litar do 3.7 g/litar za dodatni kapacitet puferiranja.

Jedan od ciljeva ovog eksperimenta je bio da se stvori mikronosacka kultura sa slicnom gustocom kao $to je ona procijena
7a razvijanje za proizvodni razmjer, sistema monoslojne stani¢ne kulture. Jedan takav sistem koristi COSTAR CUBE
bioreaktore. U onome $to slijedi, mi usporedujemo metabolicke profile glukoze, laktata, i amonijaka u postupku
zasnovanom na COSTAR CUBE i u nasem mikronosackom postupku. Stani¢na masa u neinficiranoj proizvodnji
COSTAR CUBES je mjerena da iznosi 1.6x10° stanica/ml na dan infekcije i 3.0x10° poslije 28 dana. Posto brzina
vezivanja glukoze nastavlja rasti neposredno poslije vremena infekcije, vrlo vjerojatno da se dosta povecanja celijske
gustoce dogada tada (1 udvostrucenej), a stani¢na gustoca se odrzava u COSTAR CUBE tokom ostatka inficiranja.
o&ekuje se da ée stanidna gustoca i najvjerojatnije preko 2x10° stanica/ml. Na osnovu ovih procijena zakljuéujemo da su
mikronosacke kulture i COSTAR CUBE bioreaktor u podrucju istih stani¢nih gustoca.
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Brzine moc¢enja za mikronosacke kulture su u opsegu od 0.7 do 1.5 bioreaktorski volumeni na dan §to obuhvaca brzine od
1.3 volumena na dan kori§tene u COSTAR CUBE baziranom postupku kultiviranja. pri sli¢nim stani¢nim gusto¢ama 1
brzinama mocenja, ocekuje se da ¢e u ova dva dana postupka metabolicki profili biti sli¢ni ako je stani¢ni metabolizam
isto tako sliCan.

Kumulativna koliina upotrebljen glukoze, proizvedenog laktata 1 proizvedenog amonijaka tokom infekcije za oba
sistema prikazana su na Slici 3, 4 1 odnosno 5. Kumulativna koli¢ina je izratunana ravnoteZzom mase koja je dana brzinom
mocenja 1 koncentracionim profilom tokom vremenena. na slici 3 dana je kumulativna glukoaza za 3 mikronosacke
kulture, reprezentativni COSTAR CUBE reaktor, 1 prosjeéne kumulativne glukoze iz 18 COSTAR CUBE proizvodnih
uredaja. Dijagram prikazuje da su proizvodni COSTAR CUBE obuhvaceni mikronosa¢kim podacima pri veéim i manjim
brzinama mocenja kao §to se ocekivalo ako je metabolizam slican. Slika takoder prikazuje da se reprenzetativni COSTAR
CUBE ponasaju sli¢no kao prosjec¢ni podaci COSTAR CUBE, sa izuzetkom pomaka na oko 450 sati, koji je vjerojatno
posljedica prekida operacije mocenja. Kumulativni profil laktata sa svoje strane pokazuje sli¢nu teZnju akumulacije
laktata u COSATR CUBE procesima, posto se nalazi izmedu onog za mikronosacki postupak pri ve¢im 1 manjim
brzinama mocenja. Specifi¢na brzina potrosnje glukoze (mMola utrosene glukoaze/lirat/h) §to odgovara nagibu dijagrama
kumulativne glukoaze tokom vremena raste sa povecanjem brzine moc¢enja prvih 400 sati ovog eksperimenta. Ovo se
moZe indicirati kao razlike u koncentraciji glukoaze utje¢u na brzinu metabolizma glukoaze. Na slikama 6 1 7 vidna je
razlika u koncentarciji glukoaze 1 laktata u biorekatoru u mikronosackim kulturama izmedu 0.7 vol/dan 1 1.5 vol/dan.
Drugi razlog za razliku mogu biti male razlike u stani¢noj gustoci u bioreaktroima odnos brzina glukoze i laktata
ilustrirani na Slici 8 indicira stehiometrijsku konverziju glukoaze u laktat glikolitickim putem za oba procesa.

Kumulativna proizvodnja amonijaka, ilustrirana na Slici 5 pokazuje dramati¢nu razliku metabolizma glutamina kada se
koristi niza koncentracija glutamina. greSkom u jednom COSTAR CUBE eksperimentu, koncentarcija glutamina je
udvostruc¢ena usljed nepazljivog dodavanja glutamina u medijum koji sadrzi glutamin. Na osnovi ovih podataka,
vjerojatno je da je glutamin ograni¢en u kulturama u koncentarciji od 2 mM. Glutamin tipi¢no ulazi u ciklus trikarboksilne
kiseline (TCA) preko a-ketoglutarata sa gubitkom jedne amino grupe (i trans-aminacijom sekundarne amino grupe)
Pretpostavljajuéi da se sav glutamin $arziran u biorektor konventira 1:1 u amonijak, brzina akumulacije amonijaka ¢e biti
0.071 mM/litar/sat za 1.5 vol/dan i 0.033 mM/litar/dan za 0.7 vol/dan. Ove brzine su bliske prosjecnim brzinama koje se
vide u ovoj kulturi. Takoder se mogu vidjeti da pri istim konceniracijama napajanja, ali pri vi§im brzinama modcenja,
brzina koriStenja, na bazi proizvodnje amonijaka rasta. Ovaj efekat se isto tako vidi kod metabolizma glukoaze 1 ukazuje
na zavisnost brzine koriStenja od koncentracije §to je objavljeno za druge stanicne linije.

Primjer 5

Infekcija (Stupanj 4):

Na dan 7 kulture su inficirane sa HAV kulturom za zasijavanje (sjemenom), dobivenim kao §to je opisano u Primjeru 1, pri
ciljanom MOI od 0.1 (tj.: 1 virion na 10 stanica u bioreaktoru kao §to je kvantificirano brojem jezgra). odmah zatim, je
utvdeno da je titar kultura za zasijavanje 7.19 log umjesto 7.4 log Sto rezultira u stavrnom MOI od 0.062. Temperatura je
smanjcna na 32°C oko 5 sati prije iinfekcije. na¢in mocenja je ponovo uspostavljen 2 sata poslije infekcije.

Mjerenje pH kulture vrseno je pomocu Corning-Ciba Blood Gas Analizatora. Vodilo se ratuna da se pH ne mijenja
uklanjanjem CO, za vrijeme uzrokovanja. Glukoaza, mlije¢na kiselina 1 amonijak su analizirani upotrebljavaju¢i Kodak
Biolyzer. Uzorci su razrijedeni sa WFI kada je bilo potrebno; u slucaju amonijaka, koncentracija je bila korigirana za
koncentraciju amonijaka u WFI. Stani¢na gustoca je kvantificirana postupkom Sanford-a i sarad., (J.Nat. cancer Inst,
11:773-795, 1951) gdje se jezgre oslobadaju 1 boje pomocu 0.1% (mas/vol) kristal violet 1 0.1 mM limunske kiseline.
uzrokovanje kulture za brojanje stanica zavrSeno je na dan 6 posto su agregati ostali visjeti usuzenjima u liniji za
uzrokovanje eluanata medijuma vrsi se svaki dan.

Krivulja razvoja virusa od dana 9 do dana 21 poslije infekcije dana je na Slici 9. Havag (HAV antigen odreden pomocu
ELISA analize) jedinica/ml biorekatora dobiven je korigiraju¢i titar za razrijedenje uzorka tokom postupka sakupljanja.
Brzina rasta virusa pokazuje da postoje bitno nizi u treCem tjednu od infekcije. Druga mogucnost je da je kultura imala
maksimum prije 21 dan, a da se virus rasuo u medijumu na dan 21. iz NCF eksperimenta mi znamo da se virus moze
sakupiti iz stanica na poslije 21 dan infekcije 1 sakupiti iz medijuma na 28 dan. Ovaj posljednji postupak se jo§ uvijek
koristi za stvaranje kulture za zasijavanje u NCFa (vidjeti Primjer 1).

Usporedivanje proizvodnje virusa izmedu COSTAR CUBE postupka i mikronosackog postupka dano ¢j u Tabeli ITa i ITb:

14



HR P950097 A2

Tablica i Havag grinos po litsd bioreskior
Volumena s 2 dan poshje infekole

MNamadeni Namodene mdkoaosadke kelturs
produkcion
Cube

piorekator
1.3 volidan

Spiﬁﬁr # 1} Spiney # 3 1 Spiner ¥ 3
8.7 L5 wolidan wolfdan
Ukupoe Havag 1.9x107 L3axis L5 IxiR 1.52x 148
stanice .
proizvedene
Broreaktar 28 L 565uu S65md J65mi
Vohumena
Havag 635 {237 268 208
jedinicaiml
Hrareakior
Tablica @b Havag pricos po stardel na 21 dan poslije infekeije
Volumena
MNamadent Namodene mikroaosadke kolture
produkcioni
Cahe
biorekator
1.3 volidan
Spiner # [ | Spiper # 3 | Spiner # 3
6.7 18 voljdan | volidan
Havag 695 237 | 268 265
jedintea/mi
Biorckator
Stanicami Procijenjenc 17§ 2.21x108 2343106 236x106
Bioreakor 24305108
Havag 228-286 07 115 114
na 100
standon

*Prociena stanice o bazi lzmjercne stanitne gustode ne-infleivane stanice
od 2.5¢10% stamicaiom2 poslije 2! don » COSTAR CUBE o odgovara 3 MM
stanicaiml { miZoj procjeni od 2O<I0F stanicajem®,

Napravljene su dvije usporedbe: A volumetrijski prinos, (Havag na litn bioreaktora) 1 specifi¢ni na litru biorekatora) 1
specificni celularni prinos na litn biorekatora daje direktni obracun prinosa proizvodnosti biorekatora. Posto su stani¢ne
gustoce slicne kod razli¢itih mikronosackih reaktora i slicne sz procijenjenim stani¢nim gustocama u COSTAR CUBE
proizvodnom biorekatoru moguce je izvrsiti direktno usporedivanje koriste¢i ovaj prinos Proizvodni prino; COSTAR
CUBE reaktora je prosjek ukupnog Havag sakupljenog iz nekoliko COSTAR CUBE kultivacije podijeljeno sa 28 litara
bioreaktorskog volumena

Produktivnost 3 mikronosackih spinera bila je sasvim sli¢na pri ¢emu je kulturz sa nizom brzinom mocenja (Spinner #1)
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pokazivala samo 12% smanjenje prinosa. Prinos iz mikronosackih kultura je bio 38% od onog dobivenog L COSTAR
CUBE postupka. Sli¢ne produktivnosti mogu se dobiti povecanjen-Sarze granule radi poveéanja stani¢ne gustoce u
mikronosackoj kulkturi na vi§( od dva puta stani¢ne gustoce koja je ovdje koriStena.

Podaci Havag jedinica po stanici za COSTAR CUBE procijenj'eni su na procijenjenu stani¢nu gustocu u COSTAR CUBE
kao §to je ranije prodiskutirano. Stani¢ne gustoce za spinnere su direktna mjera jezgra oslobodenih tokom sakupljanja iz
svakog bioreaktora na 21 dan. Posto je bilo vrlo malo manje stanica stanica izmjerenih u bireaktoru sa niskom brzinom
modenja, prinos po stanici je samo 7% niZzi nego kod drugih spinnera ( u odnosu na 12% na volumetrijskoj osnovi). ovo
pokazuje da mala brzina mocenja jako ograni¢ava proizvodnju virusa. Prinosi mikronosackih stanica su oko 40-50% od
procijenjenih prinosa po stanici za COSTAR CUBE $to se grubo slaZe sa volumetrijskim prinosima posto su stani¢ne
gustoce priblizno sliéne u bireaktorima.

Primjer 6

Sakupljanje (Zetva) (Stupanj 5)

Sijedecoj analizi, koristili smo dva postupka sakupljanja. jedno malo 5 ml sakupljeno na 9 dana i 14 dana poslije infekeije
1 potpuno sakupljanje bireaktora na 21 dan poslije infekcije.

Uz uzorke u malom omjeru, 5 ml alkivot agregiranih MNa je opran dva puta sa PBS 1 suspendiran u 0.1% triton lizis
pufera. Agregati su razbijeni teku¢im micanjima sa pipetiranjem i uzrokovani za brojenje jezgra. Jezgre su ucinjene
vidljivim razrijedenjem uzorka sa 200 ul sa 1.1 0.1% kristal violeta/0.1 mM otopina limunske kiseline. Lizat je tada
centrifugiran pri 300xg da bi se uklonila jezgra i alkivotira se za EIA analizu.

Za sakupljanje bioreaktora, medijum je uklonjen aspiracijom, a agregat je opran dva puta sa bioreaktorskim volumenom
PBS. Tada se dodaje jedan volumen bioreaktora 0.1% Triton lizis pufera u agregate i reciklira se kroz niz od 1/16", 1/32"
1 1/64" otvora jedan iza drugog pri brzini protjecanja od oko 700 ml/min. Poslije 15-30 minuta recikliranja, MNi (i mali
1-3 MN agregati) se¢ ostave staloziti 1 lizat bez MN se uklanja. Jedan drugi bioreaktorski volumen 0.1% Tritona se dodaje
u MNe, i reciklira kroz otvore 15-30 minuta 1 sjedini se sa prvim lizatom. Sjedinjeni lizati se uzrokuju radi kvantifikacije
jezgara (vidjeti gornji postupak), EIA, 1 HPSEC- Mikronosaci su promatrani mikroskopski da bi se provjerilo uklanjanje
stani¢ne mase.

Agregati su bili sasvim stabilni tokom 2 ispiranja sa PBS, mijeSani sa preko 3 puta brzine mijesanja tokom agregacije (75
u odnosu na 25 opm). Iz sakupljenom materijala u malom omjeru utvrdili sino da bi bilo tesko razbiti agregate ¢ak i u
prisustvu triton lizis pufera. zato je kori$ten niz otvora da se simulira tekuc¢e micanje koje se dobiva pipetiranjem u malim
razmijerima. Vrijeme recikliranja od oko 15 minuta po pranju pri brzini proticanja od oko 700 ml/mn izgleda da je
dovoljno da se postigne adekvatno razaranje; vizualno promatranje lizata ukazivalo je na pojedinatne MNe 1 jezgra.
Vrijeme recikliranja koje se ovdje navodi vjerojatno nije otimalno, ali se optimalno recikliranje lako procijenjuje
rutinskim eksperimentiranjem zasnovanim na ovom otkric¢u. pogodnost ovog postupka je da sluzi da oslobodi jezgre za
kvantifikaciju stanicne gustoe u vrijeme sakupljanja. osnovna razlika izmedu lizata i monoslojne kulture i
mikronosackog lizata je potreba da se profiltriraju mikronosaci 1 jezgra prije filtracije malog otpada radi prolaska kroz
filtere od 0.2 um.

Primjer 7

Proc¢i§¢avanie, (Stupanj 6)

Bilo koji od poznatih postupaka za procis¢avanje HAV-a dobivenog prema goree opisanom postupku moZe se iskoristiti
za dobijanje procis¢éenog HAV-a. nize smo dali postupak koji reproduktivno osigurava HAV izvanredne ¢istoce.

1. Filtracija lizata/BENZONASA.:

Oko 800 ml lizata se filtrira kroz Durapore filter od Sum da bi se uklonila jezgra 1 MNi, a zatim se filtratom od 0.2 um da
bi se uklonile manje necistoce. COSTAR CUBE lizat se filtrira samo kroz filter od 0.2 um; a poslije toga se COSTAR
CUBE 1 mikronosacki lizati tretiraju identi¢no. 0.1 triton pufer se dopunjava sa 2M MgCl, do krajnje koncentracije od 2
mM. U svaki lizat se dodaje BENZONASA, komercijalno dostupna nukleaza proizvedena kao rekombinantni protein od
strane Nycomed Pharma A/S (Danska), (58 ul/litru lizata) i inkubira preko no¢i na sobnoj temperaturi uz mijesanje,

2. Vezujuéa kolona

Oko 800 ml BENZONASOM tretiranog lizata se filtrira kroz filter od 0.2 um 1 nanosi se gravitacijom (2 metra razlike
visine) na vezujucu kolonu od 2.6 ¢cm koja sadzi 54 ml Toyopacarl 650M smole. Kolona se pere sa 0.03 M NaCl za 20
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volumena kolone 1 proizvod se eluira gravitacijom na oko 6 ml/min upotrebljavajuci stupanj izmjene do 0.35 M NaClL

3. PEG TaloZenje 1 ekstarkcija otapalom

Poslije legariranja na 4°C preko no¢i, Oluirani proizvod iz vezujuce kolone (oko 30 ml) se inkubira sa 4.5% PEG10.42 M
otopinom soli na 4-8°C da bi se staloZio HepA 1 centnfugira se pri 1000xg. Pelete se ponovno suspendiraju 1 fosfatom
slanom puferu sa EDTA, (PNE), kombiniranom sa 2 dijela smjese kloroforma: isomail alkohola 24:1, ru¢no mucka
minute, 1 centrifugira pri 3000xg. Vodena faza (oko 7 ml) se uklanja 1 otapalo se ponovno ekstarhira sa 3.45 ml PNE
pufera. Sjedinjeni proizvodi su kombinirani kao otapala ekstrahiran proizvod.

4. ETA: HPSEC i SDS PAGE Analiza:

EIA analiza 1 HPSEC analiza (Rainin HPLC sistem sa TSK-Gel G-4UOOpw veli¢ine ekldutionom kolonom) izvr§ene su
na uzorcima iz svakog stupnja postiupka procis¢avanja. Filtrirani lizat i nukleazom tretirani lizat su analizirani na 260 nm,
dok su drugi analizirani na 214nm. SDS PAGE analiza otapalom ekstrahiranih proizvoda izvrsena je na 12% gelu.

Tabela 3: Prodiséavanje EIA Stupan prinost

Stupanj potpuni Cube # § Mikronosacki lzat

ey bt

postupka #1 | #2 #3
Filtrirani | 88 9 84 R B -
i lizat
Nukleaza 100 89 00 | W8 a1
Tretivanja
Vezujuda 62 60 55 73 72
kolona
PEG 108 a2 88 54 58
Elkstrakelfz | 54 46 &4 72 7
otapalom
Celokupna | 32 it 26 30 35
ekstarkcija

* EIA podacd za ovaj prinos su izvedeni iz uzorka starog 1 mijesec

Tabela 40 Profifdavanie: Relatini®e podradia bepatitisa A pomnén HPSEL

AQX proizvod

Ulazni izvor PEG  miog 21| AQX profevod HBEA pik

nm, podrucie 214 nm, podrade | korgiann
o ) 2314 om podradjs
Cube # 8 fizat | 35% _90% | 98w
Mikronosé # 1 3% 35% U3%
Mikronosal # 2 A1% 7% 98¢
Mikronosal # 3 W% 3% ‘ 7%
Profzvodnia ‘
prosiek Sarfe T9% 8D 3.5% 683.3% 5D 6.9% -
18-26 T

Svrha rada na proc¢i§¢avanju je bila da se odredi razlika izmedu lizata izvedenog iz mikronosacda 1 lizata dobivenog iz
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monoslojne stani¢ne kulture za naknadno procis¢avanje. Izvrieno je procis¢avanje 1 litre lizata dobivenog iz COSTAR
CUBE 1 priblizno 800 ml lizata iz mikronosa¢a jednog pored drugog radi usporedbe. proi§éavanje je izvrSeno
ekstrakcijom otapalom posto se bitni stupanj pro¢i§éavanja postize tada i treba se osigurati dobra usporedba izvodenja
proc¢iscavanja. Isto tako u ovom omjeru je koli¢ina materijala koja je potreban da se provede kroz ostatak postupka,
ogranicena. Kao §to je prikazano u Tabeli 3, EIA prinosi za postupak u malim omjerima su u razumnoj suglasnosti sa
postupkom u velikom omjeru. Pored toga, prinosi lizata dobivenog iz mikronosaca su bili u savr§enoj suglasnosti za
kontrolu proizvodnje lizata. SDS PEGE bojenje srebrom na proizvodu dobivenom ekstrakcijom otapalom koje je dano na
slici 10, jasno pokazuje 3 Hepatitis A traka za COSTAR CUBE u malom omjeru i 3 za mikronosacke kulture. jedna druga
trake se pojavljuje u mikronosackoj liniji pri oko 66.000 molekulskoj teZini. Ovo odgovara sa BSA (66,200 MT) i
najvjerojatnije poti¢e od nedovoljnog pranja sa PBS tokom stupnja sakupljanja radi uklanjanja serumskih proteina prije
dodatka na Triton lizis pufer. COSTAR CUBE lizat je imao dvostruku koli¢inu od normalne koli¢ine Hep A odredeno
pomocu EIA, koja se normalno vidi u proizvodnji, najvjerojatnije usljed neadekvatnog mijesanja prije uzrokovanja veci
sadrzaj HAV u COSTAR CUBE lizatu bio je izveden postupkom tako da je razlika u gusto¢i traka djelomic¢no posljedica
ovoga, a djelomi¢no oko 50% prinosu iz MV kultura.

Na slikama 11-15 dati su HPSEC profili za filtrirani lizat, vezani proizvod, PEG talog, i ekstrakciju otapalom. Treba
primjetiti da su profili jako sli¢ni za mikronosacke 1 COSTAR CUBE lizate ukazujuci na sli¢na izvodenja procis¢avanja
za svaki ulaz. U profilu ekstrakcije otapalom ekstra pik izmedu HAV 1 pika otapalom vjeruje se da je BSA traka iz SDS
PAGE gela. realtivni % HaV podru¢ja za PEG talog 1 proizvod ekstrakcije otapalom (AQX) ,su dani u Tabeli 4. Treba
primjetiti da su procenti izraCunani na isti na¢in kao 1 pri proizvodnji, §to se odnosi na sve pikove prije pika otapala.
usporedivanjem COSTAR CUBE #8 lizata sa lizatima mikronosaca pokazuje relativno slaganje za PEG proizvode 1 nizi
% podrudja za otapalom ekstrahirani proizvod. Ekstra pik u mikronosackoj kulturi se o¢ekuje da je BSA. Da bi se ovo
objasnilo % Hep A podrucja je ponovno izratunan oduzimanjem BSA pika na koji se sumlja radi usporedbe. Relativni %
podrudja za lizate sa mikronosaca 1 COSTAR CUBE #8 lizate su u inzvarednoj suglasnosti i u ovoj to¢ci pokazuju jedan
izuzetno Cist proizvod. usporedivanje relativnih podrucja za COSTAR CUBE #8 lizat 1 za prosjek iz COSTAR CUBE
proizvodnje pokazuje nesto manji prinos u velikim razmijerima za PEG stupanj 1 mnogo veée smanjenje za stupanj
ekstrakcije otapalom. Ovo ukazuje na razliku u pro¢is¢avanju u velikom i malom razmjeru.

Primjer 8
RAZMNOZAVANIE virusa Variéele u agregiranom mikronosa¢kom sistemu

U slijedecem je opisana infekcija MRC-5stanica razvijenih kao agregatna kultura sa Oka sojem virusa Varicele Solohill
staklom obloZeni mikronosaci pri 40 g/litru, 60 g/litru 1 80g/litru su pripremljeni u mikronosakom spiner sistemu, kao §to
je izloZeno u primjeru 2 i inokulirani sa MRC-5 stanicama ekspandiranim u NUNC STANICNIM FABRIKAMA na
slican nacin kao $to je izloZeno u primjeru 3. Stanice su namocene pri ciljanim brzinama od 1, 1.5, 12 volumena na dan sa
povecanom brzinom koja odgovara vecoj §arzi granula operacija mocenja je bila sli¢na kao u primjeru 4. Stanice su se
razvijale 4 do 5 dana kada su bile inficirane radnim sjemenom sa pribliznim infekeijskim odnosom od 1 sakupljene stanice
radnog sjemena sa na 15 ciljanih stanica u mikronosackoj kulturi. stani¢na gustoca u vrijeme inficiranja kretala se od 2 do
4 milioina stanica/ml radno sjeme je bilo pripremano inficiranjem jedne desetoslojne NUNC stani¢ne Fabrike sa kulturom
za zasijavanje pri MOI od 1:125 1 sakupljano sa tripsinom 48 sati po infekciji. Uzorak inficirane mikronosacke kulture je
sakupljan svakih 6 sati pocevsi od sata 30, dekantiranjem medijuma sa 4 pranja fosfornog puferirane slane otopine
praceno ponovnim suspendiranjem u stabilizatorskoj formulaciji. Agregat je razbijan teku¢im micanjem koristeci
infekcijsku iglu.

Pri priblizno 48 sati poslije infekcije cjelokupan volumen svakog od tri spinnera bila je sakupljena koriste¢i metodologiju
tekuceg micanja opisanu u primjeru 6. Bilo je teZe razbiti agregate bez prisustva deterdenta, kao §to je opisano u primjeru
6. Zato je bilo potrebno vise teku¢eg micanja povecanjem linearne brzine kroz otvore.

Primjer 9
RazmnoZzavanje virusa zausaka u agregiranoj mikronosackoj kulturi

Bilo primarne ili krio-konzervirane stanice fibroblasta pileCeg embriona, propustene vise puta u monoslojnim kulturama,
dva puta u ovom primjeru, dodavane su pri oko 5-10 stanica na granulu u mikronosaée razli¢itih materijala-staklom
oblozenee plastike u ovom primjeru-(promjera 150-212 um, specificne teZine 1.02) pri 40 g/litar u jednoj staklenoj spinner
posudi od 250 ml. Upotrebljen je modificirani medijum 199 ili DMEM, sa 10% FBS za razvijanje stanica do krajnje
gustoce koja je visine do 4 x 106 stanica/ml sa svakodnevnim napajanjem medijumom rast u ovom sistemu karakteriziran
agregacijom mikronosaca do progresivno rastuce veli¢ine (2-50) kako se povecala stani¢na gustoca. Infekcija i replikacija
virusa zauSaka za proizvodnju vakcine demonstrirana je u ovom sistemu dodavanjem sjemena (kulture za zasijavanje)
virusa zauSaka (Jeryl Lynn Soj) u ovu mikronosacku kulturu.
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PATENTNI ZAHTJEVI

10.

11.

12.

Postupak za dobijanje velikih koli¢ina virusa u agregiranoj mikronosackoj stani¢noj kulturi, naznacen time, sto
obuhvaca zadrzavanje stani¢ne populacije u agregiranom i vezanom stanju, bez otpadanja stanica sa mikronosaca,
tokom jedne ¢ak produZene infekcione faze za proizvodnju komercijalnih koliina antigena virusne vakcine, koji
obuhvaca stupnjeve:

a) pripremu staklom obloZenih mikronosaca, hidratiziranjem, sterilizacijom 1 uravnoteZenjem navedenih staklom
oblozenih mikronosaca u medijumu kulture u bioreaktoru pogodnim za kultiviranje stanica osjetljivih na infekciju
virusom koji se treba upotrijebiti kao antigen vakcine;

b) zasijavanje stanica u povoljnom medijumu kulture pri koncentraciji zasijavanja dovoljnoj da se postigne
homogeno vezivanje stanica na mikronosace tako da u biti svaki mikronosa¢ ima najmanje jednu stanicu vezanu,
upotrebljavajuci brzinu mjesanja jednaku sa kriticnom brzinom suspenzije iznad dna (COBSR) 1 pH 1 temperaturu da
se omoguci formiranje strukturnih agregata;

¢) razvijanje zasijanih 1 vezanih stanica do kasne log ili rane stacionirane faze sa kontrolom pH 1 dopunjavanjem
medijumom dovoljnim da se osigura adekvatno hranjenje stanica i kontrola veliCine agregata 1 brzinom mjeSanja
dovoljno niskom da se omogu¢i efikasno formiranje agregata mikronosaca stanice, ali dovoljno brzom da se svi
mikronosaéi odrze u suspenziji (to je COBSR);

d) iniciranje agregata mikronosaca-stanice sa virusom u kasnoj log ili ranoj stacioniranoj fazi, 1 razvijanje virusa
dovoljno dugo razdoblje vremena da se postigne maksimalni prinos virusa poslije sakupljanja;

e) sakupljanje 1 regeneracija virusa iz agregirane mikronosacke stani¢ne kulture

Postupak prema zahtjevu 1, stupanj (b), naznafen time, $to se stanice zasijavaju, pri oko 5 do 10 stanica po
mikronosacu.

Postupak prema zahtjevu 1, stupanj (a), naznacen time, $to su mikronosac¢i SOLOHILL stakleni mikronosaci.
Postupak prema zahtjevu 1, stupanj (b), naznacen time, $to su stanice humani diploidni plu¢ni fibroblasti, Vero
stanice, ili fibroblast pile¢eg embriona.

Postupak prema zahtjevu 4, naznacen time, $to su stanice MRC-5 stanice ili W138 stanice.

Postupak prema zahtjevu 1, stupanj (d), naznacen time, Sto je virus Hepatitisa A, virus varic¢ele, malih boginja,
zausaka, rubeole, polio virus, virus herpesa, ili rotavirus.

Postupak prema zahtjevu 6, naznacden time, $to je virus, virus Hepatitisa A,

Postupak prema zahtjevu 6, nazna€en time, $to su stanice MRC-5 stanice, a virus je virus Hepatitisa A.

Postupak prema zahtjevu 1, naznaden time, $to, sakupljanje iz stupnja (e) obuhvacéa prisiljavanje prolaska
agregirane mikronosacke stani¢ne kulture kroz niz otvora sa opadaju¢im promjerom tako da je najmanji otvor
priblizno dvostruke veli¢ine pojedinaénog mikronosaca.

Postupak prema zahtjevu 1, naznaéen time, $to obuhvaca prisiljavanje prolaska agregirane mikronosacke kulture
kroz niz otvora sa opadajuc¢im promjerom tako da se dobije linearna brzina od oko 1010 m/minutu do oko
2020m/minutu.

Postupak prema zahtjevu 1, naznaen time, $to pranje agregiranih inficiranih stanica vezanih za mikronosace, sa
fosfornim puferiranim slanim otopinama ne dovodi do otkidanja ili razaranja agregata sa mikronosaca.

Postupak za dobijanje velikih koli¢ina virusa u agregiranoj mikronosackoj stani¢noj kulturi, naznacen time, sto
obuhvaca zadrzavanje stani¢ne populacije u agregiranom i vezanom stanju, bez otpadanja stanica sa mikronosaca,
tokom jedne ¢ak produZene infekcione faze za proizvodnju komercijalnih koliina antigena virusne vakcine, koji
obuhvaca stupnjeve:

a) pripremu SOLOHILL staklom obloZenim mikronosac¢a hidratiziranjem, sterilizacijom 1 uravnoteZavanjem
navedenih staklom oblozenih mikronosac¢a u medijumu kulture u bioreaktoru pogodnom za kultiviranje stanica
osjetljivih na infekciju virusom Hepatitisa A; koji se treba upotrijebiti kao antigen vakcine;

b) zasijavanje MRC-5 stanica u povoljnom medijumu kulture pri koncentraciji zasijavanja od oko 5 do 10 stanica po
mikronosacu da se postigne homogeno vezivanje stanica na mikronosace tako da bitno svaki mikronosa¢ ima
najmanje jednu stanicu vezanu, upotrebljavajuci brzinu mijeSanja jednaku sa kriti¢cnom brzinom suspenzije iznad
dna (COBSR) i pH i temperaturu da se omoguc¢i formiranje strukturnih agregata;

¢) razvijanje zasijanih 1 vezanih stanica do kasne log ili rane stacionirane faze sa kontrolom pH 1 sa dopunjavanjem
medijumom pri brzini od oko 0.7 do oko 2 volumena na dan da be se osigurala adekvatna ishrana stanice i1 kontrola
veliCine agregata 1 brzinom mjesanja dovoljno niskom da se omogué¢i efikasno formiranje agregata
mikronosad¢a-stanice, ali dovoljno brzom da se odrZe svi mikronosaéi u suspenziji (to je COBSR);

d) inficiranje agregata mikronosaca-stanice u kasnoj log ili ranoj stacioniranoj fazi sa virusom Hepatitisa A, 1
razvijanje virusa dovoljno dugo razdoblje vremena da se postigne maksimalni prinos virusa poslije sakupljanja;

) sakupljanje virusa iz agregirane mikronosacke stani¢ne kulture uklanjanje medijuma kulture 1 zamijenjivanjem
ovoga sa puferom za sakupljanje koji sadrzi oko 0.1% TRITON-a X-100, prisiljavanje prolaska agregirane
mikronosacke stani¢ne kulture kroz niz otvora sa opadaju¢im promjerom tako da najmanji otvor priblizno samo oko
pet puta od veli¢ine pojedina¢nog mikronosaca, ili dovoljan da se postigne linearna brzina od oko 1010 m/minutu i
oko 2020 m/minutu i regeneriranje oslobodenog virusa Hepatitisa A.
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13. Upotreba SOLOHILL staklenih mikronosa¢a, nazna€en time, $to se kultiviraju virus hepatitsa A,, virus variele,
malih boginja, zausaka, rubeole, poliovirus, virus herpesa ili rotavirus.

14. Upotreba SOLOHILL staklenih mikronosa¢a, naznaen time, §to se kultivira virus Hepatitisa A.

15. Agregirani mikronosac stani¢ne kulture, naznacen time, $to agregati imaju priblizno 50-60% slobodnog prostora.

SAZETAK

Postupak na bazi mikronosaca za dobivanje virusnih vakcina, od kojih je jedan primjer virus hepatitisa A (HIV) koji se
sastoji od jednog agregiranog mikronosackog sistema od staklom obloZenih polistirolnih mikronosac¢a i MRC-5 stanica
Sto daje stabilnu okolinu za razmnozavanje virusa ¢ak preko produzenih infekeijskih razdoblja. Mikronosacki agregati
formirani prema ovom postupku eliminiraju otpadanje stanica sa granula tokom drugih kultiviacija §to se dogada u dugim
sistemima, omogucavajuci visoku produktivnost virusa u mikronosackoj kulturi. Metodologija je primjenjiva tamo gdje se
proizvodnja virusa moZe poboljsati kreiranjem stabilne kulture tokom produZenog infekcionog razdoblja. Upotrebljavaju
se bioreaktori koji se mogu mijenjati po veli¢ini koji se mijeSaju umjesto viSestrukih paralelnih bireaktora sa
stacioniranom povrsinom. Ovaj agregirani mikronosacki postupak eliminira ogranicenja kapaciteta biorekatora sa
stacioniranom povrsinom, on $titi stanice na kojima je virus kultiviran od micanja, osigurava povecane interakcije stanica
na stranicu, osigurava stabilnu sredinu za razvijanje virusa, osigurava slobodan prostor za konvektivni transport hranjivih
materijala kroz agregate, 1 osigurava direktan postupak za sakupljanje virusnog lizata za kasniji tok proizvodnje.

20



HR P950097 A2

o 74

e

uep fd

R

pr '3 'L UNOE g
UBP/HRT §'3 "7 MUOHS o o
uep/dez 40 ' WUES - -

N e e e e mn e sl

74>
HOOe UL

| ot S et

00000+

000000

jwirabzap

00000004

VINVETINNYS 1 VINVIAZVY 112V VZ VOOLSAD YNDINVLS

i ¥ALTS

21



HR P950097 A2

004

o0e 205 Doy 00¢ 002 00} ]
4 o oo oo ¥ } ¥ +
gauuds 4
T WG e L
L S ——

aanyny aounds QYIESOUBIRIU 2UPoIRG 72 f10id 44

z

e

re

9

e

L2ERE

22



HR P950097 A2

GG it o ohr o0 002

t3es

oGl

o
-

ug
o
uep

£4 .fc&nwlllvill
[ /GRZ g4 0 wandg g
D/de2 g4 7 manig — g
GRL 0G5 MG i

WPRMON] YD wmyaposd

e

8
E

E B
8 €

BPAOIARERA0LY ARALL/OLONY)
szoyntb efusosiod euApiR{nmny

8
g

00004

a0z

8
3

00°081

0608}

Poaammy nypusouciyig nuspowet vz ozeoyn® efusonod euanmnumy

¥A118

23



HR P950097 A2

004 oo o5 oGar 00t 002 004 o

CP/URZ T3 B IGND i T D005
e jdug §h B MRS g

vp/dez §'1 L MNAG + 00005

P /ERI LD ) MG g P |
»

- |

\\.\-\ , + 0005

, e 4 00002

.\\t\hﬂ{&\ﬁﬂ

i%c\‘” bt of S.ﬁ

+ 00008

o e W A e e S.Eﬂ

3400y woynposd
Poadmpo] mREsouorfiud nusjoun ez wivp(y] eluposziond wuayemumy

v Y3115

BAOINOIL0LG ARIL]/RiopE)

eeINe] efupoAziOodd RuUALIwinunYy

24



HR P950097 A2

i3es

Dos 008 005 o6y 0ot 00 00

b %

BuLwein|h ezies g

UERLHRZ - €8 08 9GND cuatammme
cmv\%nm.* € KA —y
gep/dez ¥4 TG g
mgmﬁamm L0 ) WG gy

BULWEINLID 82485 puuy

WU ggn wongaposd
§oeamimy aypusounnfia duspowey vz wyefluown elupoazord euspemuny

$ VALTIS

{B401N0DUCLG SRYL|/RIONY)
vupliuowe pfupoazioad suaLye)nany

25



HR P950097 A2

00L 00 00 ooy

m M ,:l..I* s

ol

t_m,v\amm £ RGO e
fpp /ey ¥F €W —— .
,m?.%u.m. LG e

Hep fduzig ) WOUNS g

o

!

IOIRBBIOIG
L mﬁﬁmuxﬁﬁpﬁ& I nIniny nyspsouORe nAuoQOuwIRy B2 &NMQMSWW [oLy

g ¥ALS

(de3Li /) 200D

26



HR P950097 A2

004 DOR

!

Y ﬂ\ﬂﬁN Ch MU e
UEP/ARZ  §'% L MRHINOG g
URP/UPZ S 4 L ARG oy o

URR7URZ (LG ') M gy |

L

wjeeaorg 4gD upoazed §oaimymy wpRsTUOTY

S - « -
-

b
-

(4031 /Wu)3Egney

@

%"

AUOJOIRG B2 wlwine] [0

LTS

27



HR P950097 A2

0GL 004 D05 Oo0r 00C 00z . 00} 0 .

ELFE TSR T p—— e o
gp/dert ¥ CRUudg o

_ﬁﬁaﬁﬂ Tl ‘ zo

[ : savidg » ‘ co

4]

§0

1

40

- e mm et 2 eeme s o mm s Qﬂ

pyepney ofugsosiod 1 ozeoxnid wluasuoy wuzig soupQ

8 ¥iIIS

ten 1B3xRfsezoynty

fuade

SOUpO

28



HR P950097 A2

§

asfpyapur ofsod 1uwp

o 5i o . ]

=
o

i
¥

s i m i e

e

4 mmaan o pba e s I

,c.wmxum,N Gt L HRRUGS
| c.mn\%x..me A L -
uep/dez. g ) SNdS —m—

- T

suny SyesoucHiiu nuspowey w2 v oespueday venna vises ¥ljnarry

& YiIlS

o1

0G4

e4uR¥EI40LG {UW ga anwurpafl Beaey

29



HR P950097 A2

SLIKA 19 SDS PAGE PROIZVODA EKSTRAHIRANIH OTAPALOM
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SLIKA 14 HPSEC PROFILI FILTRIRANOG LIZATA 260 nm

Mikronosal  filtrivant lizat, Bioreaktor - §#1
Mikronosad filtritani lizat, Bioreakcor # 3
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SLIKA 12 HRSEQ PROFILI NUKLEAZOM. TRETIRANOG LIZATA
280nm

1 Mikronosad nukleazom tretirani l1izat, bioreaktows -
2  wMikronosal nukleazom tretirani lizat, bioreaktor #3

3 Mikronosal nukleazom ftretirani lizat, bioreakior #2
4 Cube #8  nukleazom teetirani lizat
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SLIKA-13  HPSEC PROFILI VEZANIM PROIZVODA
" 214nm

1 Mikronosal VYezani proeizvod, Bigreaktor #1
Mikronosal Vezani proizvod, Bioreaktor #3
3 Mikronosal Yeszani nreoizved, Bioreaktor #2

4 Cube #¢ Yezani profzved

Hep A

=}

08 @
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8.8 mins. Chros. § 6.8 nins.
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5 SLIKA 14 HPSEC PROFILI FES PROIZVODA

214nm

1
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3
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cubliggpeat

Mikronosa& PEG proizved, Bioreaktor #1
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SLIKE 15 HPSEC PROFILI AQX PROIZVOD

214nm

1 Mikronesafi A9X proizvoed, Bioreaktor #1

2 Mikronosaé AQX proizvod, Bioreakbtor #3
Mikronosa& AQX proizvod, Bioreaktor #2

4 Cube #8 AQX pro17v0D
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