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oppfinnelsen vedrerer en fremgangsmate for fremstilling av
substanser som dannes av levende celler som produserer inter-
feroner eller antistoffer.

Fremskritt i cellebiologi har vist at cellene til for-
skjellige hgyere organismer produserer smd mengder av sub-
stanser som har signifikant potensiell eller demonstrerbar
nytte for behandling eller diagnose av sykdommer. Eksempler
pd slike substanser er det meget av i litteraturen, og de in-
kluderer forskjellige biologiske responsmodifiserende midler,
f.eks. hormoner, interferoner og lymfokiner, sd vel som andre
substanser som f.eks. antistoffer som benyttes i diagnostisk
testing. Cellekulturer av mikrobiell opprinnelse har lenge
vart brukt for & produsere store mengder av antibiotika.

Spesielt i cellekulturer som stammer fra hgyerestdende
dyr, er det stadig en fare til stede for bakteriell eller an-
nen kontaminering. Dessuten er i de fleste tilfeller mengdene
av den substans av interesse som produseres av cellekulturer,
svart smd og oppsamles i dyrkningssubstratet som inneholder
en kompleks blanding av serumproteiner og andre substrater.
Dette gj¢gr isolering og rensning av substansen som er av in-
teresse, vanskelig.

Foreliggende oppfinnelse tilveiebringer en
fremgangsmite for produksjon av substanser som produseres av
levende celler. Praktiseringen av oppfinnelsen har de iboen-
de dobbelte fordeler ved & tilveiebringe et beskyttende miljg¢
for cellene i kulturen og utgjgre et hjelpemiddel for oppsam-
ling av substanser av interesse i et medium som har ferre i-
blandede fremmedkomponenter. Oppfinnelsen kan anvendes for &
separere den substans som er av interesse fra h¢ye}emoleky1are
serumproteiner og lignende som normalt kreves for & underbyg-
ge den fortsatte levelighet og metabolisme hos de produseren-
de celler. Alternativt kan oppfinnelsen anvendes for & opp-
samle den substans som er av interesse, i et medium som inne-
holder relativt smd mengder av lavmolekylare naringsstoffer
eller cellemetabolske produkter.

Fremgangsmaten omfatter trinnene:

(A) & innkapsle celler i membraner som har en valgt ovre

permeabilitetsgrense;
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(B) & suspendere de innkapslede celler i vandig dyrknings-
medium;
(C) & tillate cellene a gjennomga metabolisme in vitro med
utskillelse av den onskede substans, og
(D) & innhgste den ¢nskede substans fra det vandige medium
eller fra det indre av membranene,
hvorved det i trinn (A) anvendes celler som produserer inter-
feroner eller antistoffer. Membranen kan eventuelt vare
permeabel for den substans som er av interesse, som utskilles
av cellene, men i alle fall vil den ha en #vre grense for
permeabilitet som er tilstrekkelig til & tillate gjennomgang av
molekyler som har en molekylvekt fra et utvalgt niva som
generelt er under ca. 2,0 x 10° daltons. Substanser med
molekylvekt under den gvre permeabilitetsgrense for membranen
som utskilles av cellene trenger gjennom membranen og oppsamles
i dyrkningsmediet. Det er fordelaktig at slike heymolekylzre
substanser som serumproteiner, som kreves for sunnheten og
levedyktigheten til mange typer av cellekulturer fra heyere-
stdende dyr, men som typisk selv ikke forbrukes, kan inklude-
res i mikrokapslene hvor de innesluttes og forhindres fra &
diffundere inn i dyrkningsmediet. Substanser som cellekultu-
ren forbruker under metabolismen som har en molekylvekt som
er lav nok til & tillate diffusjon gjennom kapselmembrénene,
passerer derigjennom fra kulturmediet. Metabolske produkter
fra cellene som har molekyldimensjon som er tilstrekkelig li-
ten til & tillate passasje gjennom membranene, diffunderer inn
i mediet utvendig i forhold til kapslene. Substansene som er
.av interesse, hvis de har en molekylvekt som er under den g¢gvre
grense for permeabilitet, diffunderer inn i det ekstrakapsula-
re medium hvor de kan hgstes relativt lett pd grunn av fraver
med hensyn til & kontaminere hgyeremolekylare materialer 'som
er til stede i u-innkapslede cellekulturer i henhold til tek-
nikkens stand. Hvis den substans som er av interesse har en
molekylvekt 1 overkant av den ¢gvre permeabilitetsgrense for
membranene, sd oppsamles den i kapslene, som deretéer kan bli
isolert fra mediet og brytes opp for utvinningsprosesser.
Oppfinnelsen er i det vesentlige ubegrenset med hensyn
til den type av celler som kan inkluderes innen kapselmembra-
nene. Sarlig omfatter den det at kulturer av celler fra vevet
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til alle hgyerestdende dyr s& vel som mikroorganismer kan an-
vendes. Sammensmeltede celler, f.eks. hybridomaceller, eller
genetisk modifiserte celler som f.eks. produseres ved hjelp av
den derav utstrgmmende rekombinante DNA-teknologi, kan likele-
des innkapsles uten vanskelighet. Kort sagt, s3 sant det ek-
sisterer et dyrkningsmedium som kan opereres for a holde den
celletype det er spgrsmdl om in vitro, kan denne celletype
benyttes i overensstemmelse med de teknikker som her er
apenbart. Eksempler pa de typer av substanser som kan produseres
ved fremgangsmaten i henhold til oppfinnelsen, inkluderer
insulin, glykogen, prolaktin, somatostatin, thyroxin, steroid-
hormoner, pituitzre hormoner, interferoner, follikelstimulerende
hormoner (FSH), paratyroidhormoner (PTH), samt antistoffer.

Fremgangsmaten i henhold til oppfinnelsen gir innkapslede
levedyktige celler som er suspendert i et vandig dyrkningsmedium.
De innkapslede celler omfatter membraner som er karakterisert ved
en pvre permeabilitetsgrense som er tilstrekkelig til & tillate
gjennomgang av nzringsstoffene som trenges for cellemetabolisme
og fortsatt levedyktighet. Membranene omslutter levedyktige
celler som er anbragt i et medium som inkluderer alle komponenter
som trenges for & opprettholde metabolisme av cellene, og som er
av et sterrelsesomrade i overkant av den ¢vre permeabilitetsgrense
for membranen. Dyrkningsmediet omfatter komponenter som trenges
for & opprettholde levedyktighet av cellene som har hey molekylvekt
under den ovre permeabilitetsgrense for membranene.

Gjennom oppfinnelsen tilveiebringes en fremgangsmate for
produksjon av biologiske materialer av den type som produseres av
celler. De produserende celler befinner seqg i et beskyttende,
sunt mikromiljg som er avgrenset av en semipermeabel membran som
tjener til & separere produkter fra cellemetabolisme fra hoy-
molekylare materialer som trenges for levedyktighet og vedlike-
hold av cellene. Fremgangsmiaten gjor det mulig & produsere
antistoffer og biologiske responsmodifikatorer, f.eks. hormoner,
interferoner og lymfokiner, i et serumfritt milje.

Dette vil fremgda av den felgende beskrivelse og av tegningen,
hvor fig. 1 er et skjematisk diagram som illustrerer oppfinnel-
sens idé, og fig. 2 er en kurve som viser resultatene av det

forspk som er beskrevet i eksempel 5.
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Det brede konsept ved oppfinnelsen er & plassere en semi-
permeabel membran omkring enkeltceller eller grupper av celler
for a tilveiebringe et mikromilje for cellene komplett med celle-
dyrkningsmediet og adskilt ved membranene fra et utvendig vandig
medium. Celler av pattedyropprinnelse krever typisk for fortsatt
sunnhet og leévedyktighet nzrvar av serumprqteiner, hvorav en del
har moiekylvekt over ca. 150 000 daltons. Ved teknikken i henhold
til teknikkens stand som gar ut pa dyrking av uinnkapslede
celler, dispergeres materialer av interesse som utskilles fra
cellene, i dyrkningsmediet og blandes med bade hey- og lav-
molekylere komponenter. Siden mengdene av celleproduserte
produkter typisk er noksd smd, blir isolasjon av substansen som
er av interessé eh mpysommelig renéepppgave. Videre er pattedyr-
cellekulturer notorisk omfintlige overfor kontaminering av
bakterielle eller andre kilder. Dette nedvendiggjer at dyrkningen
utferes ved hjelp av forskjellige teknikker for & opprettholde
sterilitet, og ofte at antibiotika inkluderes i mediet.

I henhold til foreliggende oppfinnelse mildnes de oven-
nevnte vanskeligheter ved innkapsling av cellene av kulturen
i semipermeable membraner som har en utvalgt grense for pérme-
abilitet som generelt ikke er stgrre enn ca. 206 000 daltons,
dvs. at membranen inneholder porer som tillater substanser med
en.maksimal molekylvekt pa eller under den gvre permeabilitets-
grense, & g3 gjennom membranen, mens substanser med molekyl-
vekt over den gvre permeabilitetsgrense utelukkes fra 4 ga
gjennom membranen. Dette tillater en 3 innkapsle celler sam-
men med et dyrkningssubstrat som inneholder alle komponenter
som trenges for fortsatt levedyktighet, metabolisme oé til og
med mitose, og deretter & suspendere de sdledes innkapslede
celler i et dyikningssubstrat som inneholder substanser
med lavere molekylvekt, forbrukt av cellene, men som ikke
behgver & inkludere de krevede substanser med hgy molekylvekt.

Typisk taf ikke celler fra hgyere organismer opp i ség hey-
molekylare serumproteiner og lignende, men krever dem snarere
i ner proksimitéet for fortsatte normale bioldgiske responser.'
Salter, aminosyrer og andre faktorer med lavere molekylvekt
som opptas eller metabolisefes av cellene, passerer fritt
gjennom membranen og kan fylles etter behov ved enkel forand-
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ring av det dyrkningssubstrat som er utenfor kapslene. Ut-
skilte produkter av cellemetabolisme som har molekylvekt under
den ¢vre grense for membranpermeabiliteten, oppsamles i det
ekstrakapsulare medium, hvor, pd grunn av fravaret i mediet

av hgymolekylare materialer; hg¢sting og isolering av de meta-
bolske produkter som er av interesse, forenkles. Hgsting av
produkter av interesse som har molekylvekt over den ¢vre perme-
abilitetsgrense, blir ogsa avhjulpet ved at slike produktér
oppsamles innen kapslene og ikke dispergeres i det ekstra-
kapsulere volum.

— Idéen med foreliggende oppfinnelse, slik den anvendes pa
celleprodukter med lavere molekylvekt, er skjematisk illust-
rert pd tegningen. Som vist, er en celle 10 anbragt i en
kapselmembran 12 som har porer 1l6. Faktorer 18 med hgy mole-
kylvekt er innelukket i membranen 12 og har frihet til & sir-
kulere innen grensene for membranen i mediet 14. Komponenter
20 som trenges av cellen sa vel som metabolske produkter 22
inklusive substansen som er av interesse 22' sirkulerer fritt
i bade det intrakapsulere og ekstrakapsulare medium og gjen-
nomborer membranen gjennom porene 16. Som krevet pad periodisk
(eller kontinuerlig) basis, kan det ekstrakapsulare medium
sammen med alle dets komponenter separeres ved aspirering el-
ler lignénde fra selve kapslene og erstattes med friskt medium.
Det oppsamlede medium vil vere i alt vesentlig fritt for kom-
ponenter 18 med hgy molekylvekt, hvilket forenkler innhgst-
inéen og isoleringsprosessen. Videre forblir cellen 10 be-
skyttet inne i det intrakapsulare mikromiljg til alle tider.

I noen tilfeller, f.eks. i den hensikt & stimulere produk-
sjon ved hjelp av innkapslede celler av en spesiell substans
av interesse, er det ngdvendig 3 utsette cellene for‘h¢ymole-
kylare komponenter som har molekyldimensjoner som er for sto-
re til & gjennombore membranen. Et eksempel pd dette er pro-'
duksjon av interferon fra humanfibroblaster, leukocyter.
eller lymfoblastoidceller som er indusert til & utskille in-
terferon ved behandling med visse viruser eller nukleinsyrer
med hgy molekylvekt. I et slikt tilfelle, hvis den gvre
permeabilitetsgrense for membranene er mindre enn molekylvek-
ten for den induserende faktor, md cellene utsettes for inter-
feroninduksjon fg¢r innkapslingen, eller kapselmembranene mi,
etter dyrkning av cellene, oppbrytes selektivt for 3§ tillate
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at slike heymolekyl®zre materialer opptas av cellen. US-patentsegknad
nr. 243.584, tilsvarende NO patent nr. 158.284, dpenbarer en
fremgangsmate for selektivt & oppbryte visse typer av kapsel-
membraner som kan anvendes for disse og andre formdl uten skade
pa cellene.

Fremgangsmaten i henhold til oppfinnelsen forutsetter evne
til 4 danne semipermeable membraner omkring celler uten samtidig
i skadelig grad & innvirke pd deres fortsatte levedyktighet. En

passende innkapslingsprosess er beskrevet i detalj nedenunder.

Celleinnkapsling

Vevet eller cellene som skal innkapsles suspenderes i et
vandig medium som er egnet for vedlikehold eller for & under-
stotte de pagdende metabolske prosesser for det spesielle vev
eller den spesielle celletype som er involvert. Medier som er
egnet for dette formal er kommersielt tilgjengelige. Gjennom-
snittsdiameteren til materialet som skal innkapsles, kan variere
innen vide grenser mellom noen fa mikrometer og opp til flere
millimeter. Imidlertid oppnas de beste resultater med kapsler
av en storrelse i omradet 300-1000 mikrometer. Celler fra
Langerhans-gyer fra pattedyr er typisk 50-200 mikrometer i
diameter. Individuelle celler, f.eks. fibroblaster, leukocyter,
lymfoblastoider, pankreatiske B-celler, o-celler, S8-celler,
forskjellige forhold mellom disse, eller andre vevenheter kan
innkapsles etter onske. Ogsa mikroorganismer kan innkapsles
inklusive slike som er genetisk modifisert ved hjelp av
rekombinerende DNA eller andre teknikker. -

Den fortsatte levedyktighet til et slikt levende materi-
ale er bl.a. avhengig av tilgjengeligheten av krevede nar-
ingsstoffer, oksygenoverfgring, fraver av toksiske substan-
ser i mediet, samt mediets pH-verdi. Hittil har det ikke varf
mulig & opprettholde et slikt levende materiale i et fysiolo-
gisk forlikelig milj¢ med samtidig innkapsling. Problemet
har vart at de betingelser som kreves for membrandannelse har
vert letale eller skadelige for vevet og fgr den oppfinnelse
ble gjort som er beskrevet i US-sgknad nr. 24 600, var ingen .
fremgangsmdte for membrandannelse som tillot vewv & overleve

i sunn tilstand, praktisert.
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Imidlertid er det oppdaget at visse vannlgselige substan-
ser som er fysiologisk forlikelige med levende vev og kan
gjgres vann-ulgselige for dannelse av en formbevarende, ko-

herent masse, anvendes for & danne en "temporar kapsel" .eller
et beskyttende barriere-sjikt omkring enkeltceller eller

grupper av celler, og at denne temporare kapsel kan behand-
les for avsetning av en mer permanent semipermeabel membran
omkring cellene uten & skade cellene. En slik substans til-
settes typisk i en konsentrasjon av stgrrelsesorden noen fa
prosent, til vevdyrkningsmediet, som ogs& inneholder celler
fra kulturen, serumkomponenter (om nedvendig) og eventuelt
et cellulert substrat, f.eks. kollagen eller et annet vann-
dispergert materiale med hgy molekylvekt som tjener som for-
ankrende substrat. Hvis man anvender kollagen, m& konsentra-
sjonen vare i omrddet fra ca. 10 pg/ml til ca, 1 mg/ml, men
fortrinnsvis av stg¢rrelsesorden 100-500 ug/ml.

Lpsningen dannes deretter til drdper som inneholder vev
sammen med sitt mediuﬁ, og gjgres umiddelbart vann-ulgselig
0og geleres, i det ﬁinste i et overflatesjikt. Deretter for-
synes de formbevarende temporazre kapsler med en mer permanent
membran som selv ‘deretter kan bli selektivt oppbrutt hvis det
er ¢gnskelig & frigjgre vevet uten skade. Der hvor materialet
som anvendes for & danne de temporare kapsler tillater det,
kan kapselens indre gjgres flytende igjen etter at den perma-
nente membran er dannet. Dette gjgres ved 3 re-etablere de
betingelser i mediet ved hvilke materialet er lgselig.

‘ Det materiale som anvendes for & danne de temporare kaps-
ler kan vaere hvilket som helst ikke-toksisk, vannlgselig mate-
riale som, ved en forandring i ionisk milj¢ eller konsentrasjon,
kan omdannes til en formbevarende masse. Materialet bgr ogs3
inneholde et flertall av lett ioniserte anioniske grupper,
f.eks. karboksylgrupper, som kan reagere ved saltdannelse med
polymerer som inneholder flere kationiske grupper. Som det
skal forklares nedenunder, gjgr bruk av denne type materiale
det mulig 4 deponere en permanent membran med en utvalgt gvre
permeabilitetsgrense uten vanskeélighet i overflatesjikt hos den
temporazre kapsel.

De materialer som for tiden foretrekkes for & danne den
temporare kapsel er sure, vannlgselige naturlige eller synte-
tiske polysakkaridgummier. Slike materialer er kommersielt
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tilgjengelige. De er typisk ekstrahert fra vegetabilsk materiale
og anvendes ofte som additiver til forskjellige matvarer. Natrium-
alginat er det vannlgselige polysakkarid som for tiden foretrekkes.
Alginat i molekylvektomradet 150 000+ daltons kan anvendes, men
pd grunn av dets molekyldimensjoner og viskositet vil det
vanligvis vaere uegnet til & gjennomtrenge de kapselmembraner som
til slutt dannes. Alginat med lavere molekylvekt, f.eks. 50 000 -

80 000 daltons, fjernes lettere fra det intrakapsulazre volum ved
diffusjon gjennom en membran med tilstrekkelig porgsitet og fore-
trekkes derfor. Andre brukbare gummier inkluderer sure fraksjoner
av guargummi, karragenan, pektin, tragantgummi eller xantangummi.

Disse materialer omfatter glykosidbundne polysakkaridkjeder.
Deres frie syregrupper er ofte til stede i alkalimetallione-
formen, f.eks. natriumformen. Hvis et flerverdig ion, f.eks.
kalsium eller aluminium byttes ut med alkalimetallionet, "tverr-
bindes" de vannlgselige polysakkaridmolekyler slik at det dannes
en vann-uleselig, formbevarende gel som kan resolubiliseres etter
fjerning av ionene ved ionebytting eller via et kompleksdannende
middel. Selv om praktisk talt ethvert flerverdig ion som kan
danne et salt med den sure gummi kan benyttes, foretrekkes det at
fysiologisk forlikelige ioner, f.eks. kalsium, anvendes. Dette er
tilbeyelig til a konservere vevet i levende tilstand. Andre
flerverdige kationer kan anvendes. Magnesiumioner er ineffektive
med hensyn til 4 gelere natriumalginat.

En typisk lesningssammensetning omfatter like volumdeler av
en cellekultur i sitt medium og en 1 eller 2 %ig lesning av
polysakkarid i fysiologisk saltvann. Ved anvendelse av natrium-
alginat er en 1,2-1,6 % lg¢sning blitt anvendt med hell. Hvis de
celler som skal innkapsles er av den type som krever tilknytning
til et forankringssubstrat for & gjennomgd mitose, og hvis
cellene skal dyrkes inne i kapslene, sd kan kollagen eller et
annet heymolekylart vanndispergerbart protein eller polypeptid,
enten naturlig eller syntetisk, inkluderes i cellekulturen og vil
vare avgrenset innen det intrakapsulzre volum av de til slutt
dannede kapsler. Hvis en polymer som har et flertall av kationiske
grupper, f.eks. polylysin, anvendes for dette formdl, reagerer de
kationiske grupper med anioniske seter pa den vannleselige gummi
slik at det dannes en i alt vesentlig vann-uleselig matriks som
er sammenflettet med alginatet. Foretrukne konsentrasjoner for
slike materialer er av sterrelsesorden 100-500 ug/ml regnet pa
suspensjonen (inklusive gummil@sningen). l
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I det neste trinn i innkapslingsprosessen dannes gummi-
1l¢gsningen som inneholder vevet til dréaper av ¢gnsket ste¢rrelse.
Deretter geleres drapene umiddelbart for & danne formbevarende
masser, fortrinnsvis, men ikke ngdvendigvis i sfarisk eller
sferoidal form. Drapedannelsene kan utfgres ved kjente meto-
der. I det fglgende skal gis et eksempel pa én metode.

Et rgr som inneholder en vandig lgsning av flerverdige
kationer, f.eks. 1,5 % CaC12—1¢sning, utstyres med en propp
som holder et dradpedannelsesapparat. Apparatet bestar av et
hus som har et gvre luftinntaksmunnstykke og en avlang, hul-
legeme-fraksjon innpasset i proppen. En 10O cm3 sprgyte for-
synt med en trinnvis pumpe monteres pa toppen av huset med
f.eks. en 0,254 mm I.D.Teflon-belagt ndl som fgrer gjennom
lengden av huset. Det indre av huset er slik konstruert at
nalespissen utsettes for en konstant laminer luftstrgm som
virker som en luftkniv. I bruk, med sprgyten full av lgsning
som inneholder det materiale som skal innkapsles, aktueres
trinnpumpen for porsjonsvis 3 tvinge drdper av lgsning fra
ndlespissen. Hver drdpe "kuttes av" ved hjelp av luftstrgm-
men og faller tilnermet 2,5 cm ned i Caclz—l¢sningen hvor den
umiddelbart geleres ved absorpsjon av kalsiumioner. Avstanden
mellom ndlespissen og overflaten av CaC12—1¢sningen er i dette
tilfelle stor nok til & tillate natriumalginat/cellesuspensjo-
nen 4 anta den fysisk sett mest gunstige form: en kule (maksi-
malt volum for niinimalt overflateareal). Luft inne i rgret
"blgr" gjennom en apning i proppen. Dette resulterer i
"tverrbinding" av gelen og i dannelse av en formbevarende be-
skyttende temporar kapsel med hgy viskositet som inneholder
det suspenderte vev og dets medium. Kapslene oppsamles i lgs-
ningen som separat fase og kan separeres ved aspirering.

I neste trinn i prosessen avsettes en semipermeabel mem-
bran omkring overflaten av de temporere kapsler ved "tverr-
binding" av overflatesjikt. Dette kan utfgres ved & utsette
de gelererte temporare kapsler for en vandig lgsning av en
polymer som inneholder kationiske grupper som er reaktive med
anioniske funksjonaliteter i gelmolekylene. Polymerer som in- °
neholder syrereaktive grupper, f.eks. frie imin- eller amin-
grupper, foretrekkes. I denne situasjon tverrbindes poly-
sakkaridgummien ved vekselvirkning (saltbindingsdannelse) mel-
lom karboksylgruppene og amin- eller imingruppene. Permeabili-~
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teten kan reguleres innen grenser ved a velge molekylvekten
til den tverrbindende polymer som anvendes og ved & regule-

re konsentrasjonen av polymerlgsningen og varigheten av eks-
poneringen. En l¢sning av polymer som har lav molekylvekt,

1 et gitt tidsrom, vil gjennomtrenge ytterligere inn i de tem-
porare kapsler enn hva en polymer med hgy molekylvekt vil
gjgre. Graden av.gjennomtrengninglav tverrbindingsmidlet er
satt 1 overensstemmelse med den resulterende permeabilitet.
Generelt kan man si at jo hg¢gyere molekylvekten og jo mindre
gjennomtrengningen er, desto stgrre er porestgrrelsen. Bredt
sagt, kan polymerer innen molekylvektomradet 3000-100 00O
daltons eller mer, anvendes, avhengig av reaksjonens varighet,
polymerl¢sningens konsentrasjon og den g¢gnskede grad av permea-
bilitet. Ett vellykket sett av reaksjonsbetingelser, ved an-
vendelse av polylysin med gjennomsnittlig moiekylvekt ca.

35 000 daltons, innebar omsetning i 2 minutter, under r¢ring,
av en fysiologisk saltlg¢sning som inneholdt 00,0167 % poly-
lysin. Dette resulterer i membraner som har en @gvre permeabi-
litetsgrense pad ca. 100 000 daltons. Optimale reaksjonsbetin¥
gelser som passer for regulering av permeabiliteten i et gitt
system, kan lett bestemmes empirisk pa bakgrunn av de ovennevn-
te retningslinjer. Ved anvendelse av denne metode er det mu-
lié 4 sette den gvre permeabilitetsgrense for membranene pa

et valgt niva under ca. 200 00O daltons.

Eksempler ﬁé egnede tverrbindingspolymérer inkluderer pro-
teiner og polypeptider, enten naturlige eller syntetiske, som
har frie amino- eller iminogrupper, polyetylenaminer, poly-
etyleniminer, samt polyvinylaminer. Polylysin, bade i D- og
L-formene, er blitt brukt med hell. Slike proteiner som poly-
argenin, polycitrullin eller polyornitin er ogsd anvendelige.
Polymerer i det hgyere omrdde av positiv ladningstetthet, f.
eks. polyvinylamin, adhererer kraftig til de anioniske grupper
i gelmolekylene for dannelse av stabile membraner, men -membra-
nene er noksd vanskelige A bryte opp. ,

Behandling med fortynnet lgsning av polysakkarid vil binde
frie aminogrupper p& overflatene til kapslene som ellers kan
medfgre at kapslene f&r tendens til & danne klumper.

P& dette punkt i innkapslingen kan kapsler oppsamles som
omfatter en semipermeabel membran som omgir en gelert lgsning

av gummi, et forlikelig dyrkningsmedium av celletype, celler,
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Oog eventuelt en intern matriks av kollagen eller et annet
forankringssubstrat. Siden masseoverfgring bg¢r fremkalles

i kapslene og tvers over membranene,foretrekkes det & gjen-
opplgse gelen til dens vannlgselige form. Dette kan gjgres
ved & re-etablere de betingelser under hvilke gummien er en
veske, f.eks. ved 4 fjerne kalsiumet eller andre multifunksjo-
nelle kationer fra den indre gel. Mediet i kapslen kan re-

" solubiliseres ganske enkelt ved & dyppe kapslene i fosfatpuf-
ret saltvann, som inneholder alkalimetallioner. og hydrogen-
ioner. Enverdige ioner utbyttes med kalsiumet eller andre
multifunksjonelle ioner i gummien ndr Kkapslene neddyppes i
lgsningen under r¢gring. Natriumcitratlgsninger kan anvendes
for det samme formdl og tjener til & danne komplekser med de to-
verdige ioner.

Cellekulturer som er innkapslet som beskrevet ovenfor,
kan suspenderes i kulturmedier som er beregnet pa spesifikt &
tilfredsstille alle de krav som settes til den spesielle celle-
type som er involvert, og vil fortsette & gjennomgd normal
in vitro-metabolisme. Hvis kulturen krever et miljg med hgy-
molekylare komponenter, f.eks. serumkomponenter, kan disse
utelates fra det ekstrakapsulazre medium. Typisk er de kompo-
nenter som normalt opptas av celler, av relativt lav molekyl-
vekt og diffunderer lett over kapselmembranene inn i mikro-
miljget i cellene hvor de gjennomtrenger cellemembranen. Meta-
bolismeprodukter fra cellene som utskilles i det intrakapsu-
lazre medium, diffunderer, hvis de har molekylvekt under den
¢vre permeabilitetsgrense for kapselmembranen, likeledes over
disse og oppsamles i det ekstrakapsulazre medium.

De innkapslede celler kan dyrkes under betingelser med
hensyn til f.eks. temperatur, pH og ionisk miljg¢, som er iden-
tiske med konvensjonelle kulturer. Dessuten kan celleproduser-
te produkter innhgstes fra det ekstrakapsulare medium eller
fra kapslene ved konvensjonelle teknikker. Imidlertid har den
dyrkningsteknikk som her er &apenbart fglgende fordeler:

1. Cellene fra kulturen beskyttes mot skjerkrefter og
mekanisk skade og mot kontaminering ved faktorer som har dimen-
sjoner i errskudd av den gvre permeabilitetsgrense for membra-
nene. Dette betyr at hé&ndtering og sterilitetskrav normalt

tilhgrende dyrkningsprosesser kan vare noe avslappet, siden



12
165060
mikroorganismer ikke kan n& de innkapslede celler, og virgs—

infiserte celler trenger ikke & kontaminere andre celler.

2. Kapslene immobiliserer i virkeligheten cellene inne
i et miljp i hvilket innelukkede hgymolekyla®re materialer er
innestengt, men allikevel fjernes og innfgres lett lavere-
molekylare cellenaringsstoffer og produkter. Det£e gjer det
mulig & oppsamle og supplere naringsbuljongen avbrutt eller

kontinuerlig etter gnske, uten at cellene forstyrres.

3. Substanser som er av interesse, produsert av celle-
ne, utvinnes svart lett. Utskilte celleprodukter med molekyl-
dimensjoner som er smd nok til & gjennomtrenge kapselmembranene,
oppsamles i det ekstrakapsulere medium i blanding med nerings-
stoffer. 1Imidlertid frigjgres ikke hgymolekylzre serumkompo-
nenter og lignende inn i det ekstrakapsulare medium, hvilket
forenkler utvinning av et celleprodukt av interesse. Utskilte
celleprodukter med molekyldimensjoner i overkant av den gvre
permeabilitetsgrense for membranene oppsamles i kapslene.
Naturligvis kan celleprodukter som ikke utskilles gjennom celle-
membranen, ogsd vere av interesse. Disse kan utvinnes i rela-
tivt konsentrert form ved isolering av kapslene og deretter
selektivt oppbryte kapselmembranene under f.eks. anvendelse av
den teknikk som skal apenbares i det fglgende, og om ngdvendig

ved & oppbryte cellemembranene.

4. Det iﬁtrakapsulere volum tilveiebringer et miljg
som er vel egnet for celledeling. Suspensjonskulturer er
observert & gjennomgd mitose i kapselen. Forankringsavhengi-
ge celler som i normale kulturer vokser i et todimensjonalt
monosjikt formerer seg for dannelse av en rekke i kapslene.
Slike celler bruker de innvendige overflater i membranen som
substrat og/eller anker for de hgymolekyleare materialer som
er anbrakt i1 kapslen. Dette fgrer tilisignifikante gkninger
i celledensiteten, sammenlignet med konvensjonelle kulturer.
Den fortsatte levedyktighet for slike celleklaser avhjelpes.
ved det faktum at overflateareal:volumforholdene til kapslene
kan vaere ganske stort, og sdledes har alle celler adgang til

krevede naringsstoffer, oksygen osv.

I visse situasjoner ville det vare fordelaktig & opp-

bryte kapselmembranene selektivt for & frigjgre cellene uten
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og eventuelt en intern matriks av kollagen eller et annet
forankringssubstrat. Siden masseoverfgring bgr fremkalles

1 kapslene og tvers over membranene,foretrekkes det & gjen-
opplgse gelen til dens vannlgselige form. Dette kan gjgres
ved & re-etablere de betingelser under hvilke gummien er en
veske, f.eks. ved & fjerne kalsiumet eller andre multifunksjo-
nelle kationer fra den indre gel. Mediet i kapslen kan re-
solubiliseres ganske enkelt ved & dyppe kapslene i fosfatpuf-
ret saltvann, som inneholder alkalimetallioner. og hydrogen-
ioner. Enverdige ioner utbyttes med kalsiumet eller andre
multifunksjonelle iocner i gummien nar kapslene neddyppes i
lgsningen under rgring. Natriumcitratlgsninger kan anvendes
for det samme formdl og tjener til & danne komplekser med de to-
verdige ioner.

Cellekulturer som er innkapslet som beskrevet ovenfor,
kan suspenderes i kulturmedier som er beregnet pa spesifikt &
tilfredsstille alle de krav som settes til den spesielle celle-
type som er involvert, og vil fortsette & gjennomgd normal
in vitro~metabolisme. Hvis kulturen krever et miljg¢ med hgy-
molekylare komponenter, f.eks. serumkomponenter, kan disse
utelates fra det ekstrakapsulere medium. Typisk er de kompo-
nenter som normalt opptas av celler, av relativt lav molekyl-
vekt og diffunderer lett over kapselmembranene inn i mikro-
miljget i cellene hvor de gjennomtrenger cellemembranen. Meta-
bolismeprodukter fra cellene som utskilles i det intrakapsu-
lere medium, diffunderer, hvis de har molekylvekt under den
gvre permeabilitetsgrense for kapselmembranen, likeledes over
disse og oppsamles i det ekstrakapsulare medium.

De innkapslede celler kan dyrkes under betingelser med
hensyn til f.eks. temperatur, pH og ionisk miljg¢, som er iden-
tiske med konvensjonelle kulturer. Dessuten kan celleproduser-
te produkter innhgstes fra det ekstrakapsulare medium eller
fra kapslene ved konvensjonelle teknikker. Imidlertid har den
dyrkningsteknikk som her er apenbart fglgende fordeler:

1.. Cellene fra kulturen beskyttes mot skjarkrefter og
mekanisk skade og mot kontaminering ved faktorer som har dimen-
sjoner i o§erskudd av den ¢vre permeabilitetsgrense for membra-
nene. Dette betyr at hl&ndtering og sterilitetskrav normalt

tilhgrende dyrkningsprosesser kan vare noe avslappet, siden
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mikroorganismer ikke kan na de innkapslede celler, og virus-

infiserte celler trenger ikke a kontaminere andre celler.

2. Kapslene immobiliserer i virkeligheten cellene inne
i et miljg i hvilket innelukkede hgymolekylare materialer er
innestengt, men allikevel fjernes og innfgres lett lavere-
molekylare cellenaringsstoffer og produkter. Dette gjgr det
mulig & oppsamle og supplere naringsbuljongen avbrutt eller

kontinuerlig etter ¢gnske, uten at cellene forstyrres.

3. Substanser som er av interesse, produsert av celle-
ne, utvinnes svaert lett. Utskilte celleprodukter med molekyl-
dimensjoner som er sma nok til & gjennomtrenge kapselmembranene,
oppsamles i det ekstrakapsulare medium i blanding med nerings-
stoffer. Imidlertid frigjgres ikke hgymolekylare serumkompo-
nenter og lignende inn 1 det ekstrakapsulare medium, hvilket
forenkler utvinning av et celleprodukt av interesse. Utskilte
celleprodukter med molekyldimensjoner i overkant av den gvre
permeabilitetsgrense for membranene oppsamles i kapslene.
Naturligvis kan celleprodukter som ikke utskilles gjennom celle-
membranen, ogsd vare av interesse. Disse kan utvinnes i rela-
tivt konsentrert form ved isolering av kapslene og deretter
selektivt oppbryte kapselmembranene under f.eks. anvendelse av
den teknikk som skal &penbares i det fglgende, og om ngdvendig

ved & oppbryte cellemembranene.

4. Det iAtrakapsulare volum tilveiebringer et miljg¢
som er vel egnet for celledeling. Suspensjonskulturer er
observert & gjennomgid mitose i kapselen. Forankringsavhengi-
ge celler som i normale kulturer vokser i et todimensjonalt
monosjikt formerer seg for dannelse av en rekke i kapslene.
Slike celler bruker de innvendige overflater i membranen som
substrat og/eller anker for de hgymolekylezre materialer som
er anbrakt i kapslen. Dette fgrer til signifikante gkninger
i celledensiteten, sammenlignet med konvensjonelle kulturer.
Den fortsatte levedyktighet for slike celleklaser avhjelpes
ved det faktum at overflateareal:volumforholdene til kapslene
kan vare ganske stort, og siledes har alle celler adgang til

krevede neringsstoffer, oksygen osv.

I visse situasjoner ville det vere fordelaktig & opp-

bryte kapselmembranene selektivt for & frigjgre cellene uten
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skade. Ett eksempel som det er verdt & merke seg er ved pro-
duksjon av interfercn (INF). Celler som har evne til & produ-
sere INF md utsettes for visse viruser eller nukleinsyrer ved
fremstilling for INF-produksjonstrinnet. Dessuten tilsettes

i flere INF-induksjonsprosesser reaksjoner til kulturen for

4 inhibere proteinsyntese. Fplgelig ma veksttrinnet i dyrk-
ningsprosessen utfg¢res under betingelser som er helt annerle-
des enn INF-induksjonstrinnet. Hvis de substanser som anven-
des for INF-induksjon har en molekylvekt som er i overkant av
den ¢vre permeabilitetsgrense for kapselmembranene (hvilket
vil vere tilfelle i virus-induksjoner), sa kan induksjonspro-
sessen ikke fullfgres 1 den innkapslede cellekultur. Fglge-
lig ville INF-produserende celler,hvis de dyrkes i kapselen,

matte frigjgres ved oppbrytning av membranen i den hensikt a

bli underkastet induksjonsprosessen.

Oppbrytning av membraner

Celler som er innesluttet i membraner av den type som er
angitt ovenfor, kan frigis ved en fremgangsmate som involverer
kommersielt tilgjengelige reagenser som har egenskaper som
ikke signifikant innvirker ugunstig pd de innkapslede celler.
Fo; det fg¢rste separeres kapslene fra sitt suspenderingsmedium,
vaskes grundig for fjerning av eventuelle forurensninger som
er til stede pa det ytre av mikrokapslene, og dispergeres der-
etter, under agiiering, i en blandet lgsning av monoatomiske,
flerverdige kationer, f.eks. kalsiumioner, og en strippe-poly-
mer som har et flertall av anioniske grupper, f.eks. et salt
av en polysulfon- eller polyfosforsyre. Heparin, et naturlig
sulfonert polysakkarid, foretrekkes for dette trinn. Den an-
ioniske ladningsdensitet for strippe-polymeren som anvendes,
md vare lik eller fortrinnsvis stegrre ‘enn ladningsdensiteten
for det polyanioniske materiale som opprinnelig ble anvendt
for dannelse av membranene. Molekylvekten til polymeren ma
vare minst sammenlignbar med og fortrinnsvis stgrre enn mole-
kylvekten til polymeren som har et flertall kationiske grupper,
anvendt ved dannelse av membranen. I suspensjonen av kapsler
i den blandede lgsning konkurrerer kalsiumionene med de poly-
kationiske polymerkjeder som anvendes for dannelse av membra-

nen, om anioniske seter pa den vannlgselige gummi. Samtidig
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konkurrerer heparinet eller en annen polymer som har et fler-
tall anioniske grupper, opplgst i lgsningen, med gummien i
membranen om kationiske seter pd polymerkjedene. Dette resul-
terer i1 et vanndispergerbart eller fortrinnsvis vannlgselig
kompleks av f.eks. polylysin og heparin, og i assosiasjon av
de monoatomiske kationer med molekyler i gelen.

Dette trinn gj¢r membranen mottagelig for opplgsning ved
pdfglgende eksponering for et sekvestreringsmiddel som fullfg-
rer oppbrytningsprosessen ved & ta opp monoatomiske ioner fra
gelen. Kapselmembran-debris som forblir i mediet, om sadant
er til stede, kan lett separeres fra cellene.

Den lgsning som for tiden foretrekkes for det fgrste trinn
i den selektive oppbrytningsprosess omfatter 1,1 vekt/vol.%
kalsiumklorid og mellom 500 og 1500 enheter heparin pr. ml lgs-
ning. Et volum av mikrokapsler tilsettes til denne lgsning
som er tilstrekkeliq til & utgjgre mellom ca. 20 og 30 % av
det totale suspensjonsvolum. Kalsiumklorid og heparin fore-
trekkes for oppbrytning av membraner i celleholdige kapsler,
siden begge reagenser er fysiologisk forlikelige med de fleste
celler og derfor reduserer muligheten for celleskader til et

minimum. Blandinger av aluminiumsalter eller andre flerver-
dige kationer (men ikke Mg++-ioner) kan ogsd anvendes sammen
med polysulfon- eller polyfosforsyresaltene av den type som er
angitt ovenfor.

Generelt kah konsentrasjonene av monoatomiske ioner og
anionisk polymer som anvendes i dette trinn, variere innen
vide grenser. Optimale konsentrasjoner kan lett bestemmes
empirisk, og er avhengig av eksponeringstiden sa Vél som den
spesielle polymer som anvendes for & danne membranene.

Det sekvestreringsmiddel som for tiden foretrekkes for
a utfgre den selektive oppbrytning er natriumcitrat, selv om
andre alkalimetallcitratsalter og alkalimetall-EDTA-salter
ogsd kan anvendes. Hvis natriumcitrat anvendes, er den opti-
male konsentrasjon av stgrrelsesorden 55 mM. Det foretrekkes
'é opplgse citratet eller et annet sekvestreringsmiddel i iso-
tonisk saltvann for & redusere celleskadene til et minimum.

Oppfinnelsen skal i det fg¢lgende belyses ved hjelp av
fplgende eksempler.
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Eksempel 1: Insulinproduksjon

Langerhans-gyer oppnas fra menneskelik eller dyrepankreas og
tilsettes til en komplett vevkultur (CMRL-1969) i1 en Kkonsentrasjon
av tilnzrmet 103 gyer pr. ml. Vevkulturen inneholder alle

nzringsstoffer som trenges for fortsatt levedyktighet hos e@yene

sd vel som de aminosyrer som benyttes av B-cellene for & produsere
insulin. 4/10 av en suspensjon som inneholder 103 gyer pr. ml
tilsettes deretter til 1/2 ml volum av 1,2 % natriumalginat i

fysiologisk saltvann.
Deretter anvendes en 1,5 % kalsiumkloridlg¢sning for & ge-

lere dradper av den lgsning som ble dannet som angitt ovenfor.
Drdper av stgrrelsesorden 300-400'um i diameter som kommer ut
fra ndlespigssen gelerer umiddelbart etter at de er kommet inn
i kalsiumlgsningen. De gelerte kapsler overfgres deretter til
et begerglass som inneholder 15 ml av en lgsning som omfatter
1 del av en 2 % 2(cyklohéksylamino)etansulfonsyrepuffer1¢sning
i 0,6 % NaCl (isotonisk, pH= 8,2) fortynnet med 20 deler 1 %
CaClz. Etter 3 minutters neddypping vaskes kapslene 2 ganger
ils CaClz.

Kapslene overfgres deretter til en 32 ml lgsning som omfat-
ter.1/80 av 1 % polylysin (gjennomsnittlig MV 35 000 daltons)
i fysiologisk saltvann. Etter 3 minutter dekanteres polylysin-
lgsningen. Kapslene vaskes med 1 % CaClz, og resuspenderes
eventuelt i 3 minutter i en lg¢sning av polyetylenimin (MV
40 000-60 00Q0), produsert ved & fortynne en 3,3 % polyetylen-
imin-forradslgsning i morfolinpropansulfonsyrepuffer (O,2M,
pH=6) med tilstrekkelig 1 % CaCl, til & resultere i en en_delig-
polymerkonsentrasjon pa 0,12 %. De resulterende kapsler, som
har."permanente" semipermeable membraner, vaskes deretter‘ﬁo

ganger med 1 % CaC12, to ganger med fysiologisk saltvann og

blandes med 10 ml av 0,12 % alginsyre i vann.

Kapslene motstdr klumpdannelse, og mange kan sees & inneholde
Langerhans-e¢yer. Gel i det indre av kulene gjores flytende igjen
ved at kulene neddyppes i en blanding av saltvann og citratpuffer
(pH=7,4) 1 5 min. Til slutt suspenderes kapslene i CMLR-69 medium.

Under mikroskopet sees disse kapsler & bestd av en svart

tynn membran som omsirkler en ¢y i hvilken individuelle celler
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kan sees. Molekyler som har en molekylvekt pd opp til ca.
100 000 kan gjennomtrenge membranene. - Dette tillater oksygen,
aminosyrer, naringsstoffer og plasmakomponenter som anvendes i
dyrkningsmedier (dvs. laveremolekylare fetal-kalveplasmakom-
ponenter) & nd en slik @y og tillater utskillelse av insulin.
Etter gjentatte vaskinger i fysiologisk saltvann suspen=-
deres mikrokapsler som er fremstilt. i overensstemmelse med
den ovenfor omtalte fremgangsmate, som inneholder tilnarmet
15 gyer, i 3 ml av CMRL-1969. Da de var 8 dager gamle, ut-
skilte kapslene, i narver av 600 mg/dl glukose, i ett forsgk,
67 enheter/ml insulin i lgpet av 1,5 timer, inn i det ekstra-
kapsulare medium. I et annet forsgk ble det produsert 68 en-
heter/ml insulin i det samme tidsrom. 1 uke gamle kapsler i
det samme medium, men i narver av 100 mg/dl glukose, utskil-
te i et fgrste forsgk 25 enheter/ml insulin i lgpet av 1,2 ti-
mer og i et annét forsgk 10 enheter/ml.

Eksempel 2: INF-B-produksjon

Human-fibroblaster oppnadd ved & behandle menneske-pannevev

med trypsin og EDTA i 5 minutter ved 37°C pa kjent mite suspenderes

i et komplett vekstmedium (CMLR 1969) supplert med 40 vol.%
renset fetalt kalveserum, 0,8 % natriumalginat og 200 ug/ml
renset kalvehudkollagen. Densiteten til cellesuspensjonen er ca.
1,5 x lo7 celler/ml. Temporere alginatkapsler dannes som an-
gitt i eksempel 1. Semipermeable membraner avsettes i over-
flatesjikt av kapslene ved at de suspenderes i en 0,005 vekt/
vol.% vandig lgsning av polylysin, (MV 43 000 daltons) i 3
minutter. :

De resulterende kapsler suspenderes i CMLR-1969 supplert
med 10 % fgtalt kalveserum. De forutgdende trinn utfgres alle
ved 37°C. Etter inkubering ved samme temperatur vil kapslene,
hvis de undersgkes under mikroskopet, bli funnet & inneholde
fibroblaster som har gjennomgdtt mitose og viser tredimensjo-.
nal fibroblastisk morfologi i kapslene.

Etter 4-5 dagers inkubering utsettes de innkapsléde
fibroblaster for en INF-B-superinduksjonsteknikk i henhold
til Vilcek;prosessen. Under 5 % CO, atmosfarer (95 % luft)
inkuberes kapselsuspensjonen ved 37°C i 1 time i narver av )
100 ug/ml Poly I-Poly C, en dobbelttradet RNA (kjent .




165060

17

INF-B-induktor) og 50 ug/ml cykloheksimid (proteinsyntese-
inhibitor). Etter 1 time vaskes de suspenderte kapsler i medium
(CMLR-1969) som inneholder 50 ug/ml cykloheksimid og resuspenderes
deretter i samme lgsning i 3 timer ved 37°C under en 5 % CO,-
atmosfzre. Ved fullfeorelsen av denne inkubering gjentas vaske-
trinnet, og kapslene resuspenderes i medium som inneholder 50
pg/ml cykloheksimid og 5 ug/ml actinomycin D) (en kjent RNA-
syntese-inhibitor) og inkuberes i 2 timer ved 37°C under en 5 %
COp-atmosfazre. Kapslene vaskes deretter 2 ganger i medium og
suspenderes i serum-fritt medium ved 37°C i 18-24 timer, og i
dette tidsrom utskiller fibroblastene INF-8, som har molekylvekt
av 21 000 dalton og kan innhgstes fra det ekstrakapsulazre medium.

Eksempel 3: INF-B-produksjon

Fremgangsmaten fra eksempel 2 gjentas, med unntagelse av
at f¢r induksjonen oppbrytes kapselmembranene selektivt slik
at Poly I-Poly C lettere kan fa adgang til fibroblastene.
Oppbrytningsprosessen utfgres pd fglgende mate.

10 ml andeler av mikrokapselsuspensjoner som inneholder
ca..SOO-lOOO kapsler pr. ml, tillates & sette seg, og suspen-
sjonsmediet aspireres fra. Kapslene vaskes to ganger med fos-
fatpufret saltvaﬁn (pBS, pH=7,4). De vaskede kapsler blandes
s med en 3,0 ml alikvot av PBS som inneholder 1000 -enheter/ml
heparin og 1,1 vekt/volsg CaClz. Suspensjonen agiteres ved
37°C i 3 minutter, hvoretter kapslene tillates & sette segq,
det overétéende aspireres fra, og kapslené vaskes to ganger med
3,0 ml av 0,15 M NaCl. Etter aspiiering av den annen vaskelgs-
ning blandes kapslene med 2,0 ml av en blandet l¢sning som om-
fatter like volumdeler av 110 mM natriumcitrat og 0,15 M NaCl
(pH=7,4) . Blandingen hdndsentrifugeres i 1 minutt for & indu-
sere opplgsning av membranene, hvoretter cellene vaskes to
ganger i medium.

Cellene suspenderes deretter i medium, utsettes for den
induksjonsprosess som er beskrevet i eksempel 2, og reinnkaps-
les deretter som angitt i eksempel 2. Kapselsuspensjonen
inkuberes sd i serumfritt medium i 18-24 timer, og i dette

tidsrom utskilles INF-B fra cellene, gjennomtrenger kapsel-
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membranene og oppsamles i det ekstrakapsulare medium.
Eksemplene 2 og 3, hvis de er utfgrt med Poly I-Poly C
(58) (sedimenteringsverdi, Poly I og Poly C varmebehandlet
for dannelse av dobbelttrddet RNA) resulterer i f@lgende
INF-B-produksjonsnivder, i enheter av INF—B/lOS‘ celler:

Eksempel 2 ° 1. 2.
25 25
Eksempel 3 2500 2500

Eksemplene 2 og 3, hvis de utfgres med Poly I-Poly C
(12S) (sedimenteringsverdi, dobbelttradet i innkjgpt til-
stand) resulterer i fglgende INF-B-produksjonsnivder, i enhe-
ter av INF—B/lO5 celler:

Eksempel 2 1. 2.
25 25
Eksempel 3 2500 2500

Den 100-folds gkning i produksjon under anvendelse av
fremgangsmaten fra eksempel 3 i forhold til den som er beskre-
vet i1 eksempel 2, menes 8 skyldes, i det minste delvis, det
faktum at Poly I+‘Poly C har bedre adgang til cellene i frem-
gangsmaten i henhold til eksempel 3.

Eksempel 4

Fremgangsmaten fra eksempel 2 gjentas med unntagelse av
at kapsler som ikke inneholder noe kollagen anvendes. De
innkapslede celler ble dyrket i konvensjonell ett-sjiktskul-
tur, behandlet med trypsin, og indusert med Poly f-Poly c
(5S) og mikroinnkapslet samtidig. Det ekstrakapsulare medium

viser seg & inneholde 2500 enheter INF—B/lOS-celler.

Eksempel 5: Monoklonale antistoffer

Hybridoma-celler oppnddd fra Herman Eisen ved MIT ble
dyrket til en tetthet pd& 3,0 x lO6 celler/ml. Disse celler
var sammensmeltet fra mus-milt-celler, og mus-myeloma-celler
pd en mate som er velkjent fra teknikkens stand, og utgjorde
en udgdelig cellelinje som i kultur produserte antistoffer
mot dinitrofenyl-bovin-serum-albumin. 3 ml-alikvoter av

cellesuspensjonen ble laget ved & tilsette 2,1 ml suspensjon

som inneholdt 1,4 % natriumalginat til 0,6 ml £gtalt kalveserum
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og 0,3 ml fysiologisk (150 mM) saltvann. Dréper av suspen-
sjonen ble umiddelbart gelert i CaC12-1¢sning og deretter be-
handlet med en 0,016 vekt% lgsning av poly-L-lysin. Det indre
av de resulterende kapsler ble deretter flytendegjort pany

ved neddypping i en lgsning av 1 del 110 mM natriumcitrat og

3 deler 150 mM saltvann i 6 minutter. De kapsler som inne-
holdt hybridoma-celler ble deretter suspendert i en blanding
av RPMI-1640 medium som inneholdt 20 % varme-inaktivert
fptalt kalveserum.

Celletellinger av innkapslede og uinnkapslede hybridoma-
kulturer, og mengden av monoklonalt antistoff produsert av
badde de innkapslede og uinnkapslede kulturer ble bestemt peri-
odisk. Resultatene er gjengitt i grafisk form i fig. 2.

Eksempel 6: INF-a fra leukocyter

30 ml "puffy coats" oppnddd fra det amerikanske Rgde
Kors ble behandlet med 3,0 ml av 5 % EDTA og gjentatt 10 mi-
nutters eksponeringer overfor 0,83 NH4C1 Qed 4°c for lyse
av de r¢de blodlegemer. En 5 minutters sentrifugering (1200
opm ved 4°C) mellom NH4

de gjenverende intakte leukocyter. Cellene ble sd suspendert

Cl-behandlingene separerer debris fra

i MEM (minimalt essensielt medium, serumfritt), for-

tynnet med en faktor pa& 100, og ble farvet med tryptanblatt i
15 minutter. En celletelling som ble utf¢rt pd en prgve vis-
te at ca. 1,3 x 109 leukocyter pr. 30 ml "buffy Coat" over-
levde. Cellene ble deretter suspendert ved en tetthet pa

l x lO7 celler/ml i medium som var supplert med 2 % varme-
inaktivert fetal-kalveserum.

Induksjon ble bevirket ved & eksponere cellesuspensjonen
for Sendai-virus (varierende konsentrasjoner i hemagglutine-
rende enheter/ml i 1 time ved 37°¢
under rgring. Viruset ble deretter separert fra cellen ved
sentrifugering ved romtemperatur, og cellene ble resuspendert
i like volumdeler av MEM - 4 % varme-inaktivert fgtalt kalve-
serum og 1,4 % natriumalginat. Det ble dannet kapsler som be-
skrevet ovenfor, og disse ble sd@ resuspendert i serumfrie og
serumholdige medier. Det var ingen signifikante forskjeller
i mengdene av INF pavist i det ekstrakapsulare medium av dissev

testprgver. INF-produksjonsnivder var ogsd identiske i
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uinnkapslede kontrollkulturer. Resultatene fra disse forsgk

er gjengitt nedenunder:

Enheter Sendai-virus INF-produserte
(HA-enheter/ml) enheter 107 celler
600 10
300 : 20
150 33

75 50

Eksempel 7: INF-a fra lymfoblastoider

Namalwa-celler fra American Type Culture Collection ble
dyrket bd&de i konvensjonell kultur og i mikrokapsler i RPMI-
1640 medium supplert med 10 % varme-—-inaktivert fgtalt kalveserum.
Volumer av cellesuspensjonene ble sd utsatt for INF-induksjon
og produksjonsprosesser, med et volum innkapslet og det annet
uinnkapslet. Kulturene inneholdt i alt vesentlig like antall
celler. Til bdde de innkapslede og de uinnkapslede kulturer
ble det tilsatt 25 mg/ml bromdeoksyuridin i dobbelt destillert
vann for & inhibere mitose. Etter inkubering i 36 timer ved
379 ble cellene fra begge kulturer vasket og deretter suspen-
dert i RPMI~1640 medium supplert med 2 % varme-inaktivert fgtalt
kalveserum.

Den innkapsdlede kultur ble deretter behandlet for sélek-
tivt 4 oppbryte kapselmembranene. Kapslene ble vasket tre
ganger i fysiologisk saltvann, inkubert i 1000 enheter/ml
heparin-lg¢gsning som inneholdt 1,1 % CaC12 i 10 minutter ved
37°C, og deretter vasket panytt i saltvann. De vaskede kaps- -
ler ble & inkubert i 5 minutter ved 37°C med fortynnet natrium-
citratlgsning i fysiologisk saltvann. Agitering av. kapsel-
suspensjonen p& dette punkt resulterer i opplgsning av membra-
nene og frigivelse av Namalwa-cellene. Cellesuspensjonen ble
sd sentrifugert for fjerning av debris og vasket flere ganger
i citrat/saltvannlgsning.

Begge kulturer ble deretter suspendert i friskt RPMI-

1640 kulturmedium supplert med 2 % varme-inaktivert fgtalt kalve-
serum og puffer (pH = 7,4) ved en densitet pd 1,0 x 10°

celler/ml.
Til ba&de den konvensjonelle kultur og den tidligere inn-
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kapslede kultur ble s3 Bankowski-stammen av Newcastle Disease
Virus i amnion - vaske tilsatt. Viruset var i en konsentra-
sjon av 1,0 x 108 pfu/ml og var innkjgpt fra Poultry Health
Laboratories, Davis, California. 1 ml av viruset ble tilsatt
for hver 10 ml av cellesuspensjon. Kulturene ble inkubert i
24 timer ved 37°C.

Den konvensjonelle kultur ble sd delt i fem deler (1-5
nedenunder) ; den tidligere innkapslede kultur ble delt i fire
deler (6-9 nedenunder). Hver av de 9 alikvoter av kultur ble
deretter analysert med hensyn p& INF-produksjon ved & fglge

de metoder som er beskrevet nedenunder.

1. ubehandlet

2. resuspendert i RPMI~1640 medium med 2 % varme-
inaktivert fgtalt kalveserum

3. resuspendert i RPMI-1640 medium serumfritt

4. innkapslet sarmmen med RPMI-1640 medium og
5 % varme-inaktivert fgtalt kalveserum-~kapsler
suspendert i serumfritt medium

5. innkapslet sammen med RPMI-1640 medium og 5 %
varme-inaktivert f@gtalt kalveserum-kapsler
suspendert i medium med 2 % fgtalt kalveserum

6. resuspendert i serumfritt medium

7. resuspendert i medium som inneholdt 2 % varme-
inaktivert fe¢talt kalveserum

8. reinnkapslet sammen med medium pluss 5 %
varme-inaktiverte fgtalt kalveserum-kapsler
suspendert i serumfritt medium

9. reinnkapslet sammen med medium pluss 5 $%
varme-inaktivert f@talt kalveserum-kapsler
suspendert i medium pluss 2 % serum

Fglgende tabell angir den mengde av celler som kreves i

hver av cellekulturene 1-9 for 38 produsere 1 enhet av INF-a :

1 30 6 40
2 45 7 40

3 - 8 1000, 360
4 680 9 200, 100
5 2000

Andre utfgrelsesformer faller inn under de f@glgende krav.
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Patentkravw

1. Fremgangsmate for fremstilling av substanser som dannes
av levende celler som produserer interferoner eller antistoffer,
karakterisert ved
(A) & innkapsle celler i membraner som har en valgt evre

permeabilitetsgrense;

(B) & suspendere de innkapslede celler i vandig dyrknings-
medium;

(C) & tillate cellene & gjennomga metabolisme in vitro med
utskillelse av den ¢nskede substans, og

(D) & innheste den onskede substans fra det vandige medium
eller fra det indre av membranene,

hvorved det i trinn (A) anvendes celler som produserer inter-

feroner eller antistoffer.

2. Fremgangsmate som angitt i krav 1,
karakterisert ved at innkapslingstrinnet (A)
utferes ved & danne membranen ved omsetning mellom kationiske
grupper, f.eks. amin- eller imin-grupper pa polymerkjeder og
anioniske grupper, f.eks. karboksylgrupper, pa et vannleselig
polysakkarid slik at det dannes en vann-uleselig ionisk bundet
matriks.

3. Fremgangsmate som angitt i krav 1,
karakterisert ved at innkapslingstrinnet (A)
utferes i felgende trinn:

1) a suspendere cellene i et vandig medium som er fysiologisk
forlikelig med dem og som inneholder en vannleselig poly-
sakkaridgummi som har et flertall anioniske grupper;

2) 4 danne suspensijonen til drdper som inneholder cellene;

3) 4 utsette drapene for en lgsning av flerverdige, fysiologisk
forlikelige kationer for & gelere drdpene som adskilte, form-
bevarende, vann-ulgselige temporazre kapsler;

4) 4 tverrbinde overflatesjikt av de temporzre kapsler for &
produsere semipermeable membraner omkring dréapene ved a
utsette dem for en lavmolekylzr polymer som omfatter et
flertall av kationiske grupper som er reaktive med de

anioniske grupper; eventuelt
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5) det ytterligere trinn & resolubilisere gelen i membranen som
er produsert i trinn 4).
4. Fremgangsmate som angitt i krav 1,
karakterisert ved at cellene innkapsles sammen

med et fullstendig celledyrkningsmedium som er tilstrekkelig til
4 opprettholde cellene og & tillate biosyntese av substansen in
vitro.

5. Fremgangsmate som angitt i krav 1,
karakterisert ved at det som vandig medium i
trinn (B) anvendes et komplett celledyrkningsmedium som er
tilstrekkelig til & opprettholde de nevnte celler og a tillate
biosyntese av den nevnte substans in vitro.

6. Fremgangsmate som angitt i krav 4,
karakterisert v ed at det inkluderes en
heymolekylazr serum-komponent som har en molekylvekt over den @vre
permeabilitetsgrense for membranen og som cellene trenger for a
tillate in vitro-biosyntese av substansen, idet fremgangsmdten
omfatter det ytterligere trinn & innkapsle komponenten sammen med
cellene.

7. Fremgangsmate som angitt i krav 1,
karakterisert ved at under innkapslingstrinnet
(A) produseres sfzroidale mikrokapsler som har diameter under ca.
0,5 mm.

8. Fremgangsmate som angitt i krav 1,
karakterisert ved at cellene som innkapsles i
trinn (A) bringes i kontakt med en komponent som har en molekylvekt
i overkant av den gvre permeabilitetsgrense for membranene, for &
opprettholde produksjon av substansen, idet komponenten blir
innkapslet sammen med cellene i trinn (A) og det vandige dyrknings-
medium som anvendes i trinn (B) er i alt vesentlig fritt for
komponenten.

9. Fremgangsmate som angitt i krav 1,
karakterisert ved at det anvendes en evre
permeabilitetsgrense som er under ca. 1,5 x 10° Qdaltons.
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