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Fremgangsmdde til udvinding af en cellekultur ved cp~
Iikning af nyrer fra slagtesvin gennemfgres enzymatisk ved
hjalp af collagenase,

Denne cellekultur kan med fordel anvendes til formering
af vira, hvor den giver en bedre titer, og den er billig
og let at fremstille i effektiv form.
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Opfindelsen angdr en fremgangsmade til udvinding af
en cellekultur ved oplukning af nyrer fra slagtesvin ved
hjzlp af et enzym.

Fremgangsmdder under anvendelse af cellekulturer,
ogsd cellekulturer af svinenyrer, til udvinding af virus-
suspensioner som vaccine-antigener, er kendte. De baseres
eksempelvis p& anvendelsen af svineembryonyrer, unggrise-
nyrer, permanente svinenyrecellestammer eller slagtesvine~-
nyrer.

Ulemper ved fremgangsmi&derne ifglge teknikkens stade
for den industrielle produktion er: svineembryonyrer kan i
industriel produktionsmilestok ikke tilvejebringes i til-
strzkkelig mengde og til de ¢gnskede tidspunkter. Unggrise-
nyrer er relativt smd, dvs., at de resulterer i kun et
ringe celleudbytte ved ganske vist god cellevakst. Desuden
er den tilhgrende dyrekrop efter udtagelsen af nyrerne som
regel uanvendelig som naringsmiddel. Permanente svinenyre-
cellestammer sdsom PK 15, IB S 2, STA eller SK 6 kan ganske
vist formeres i store mzngder, men de er hyppigt kontamine-
rede med fremmedlegemer sisom mycoplasma eller vira, sdle-~
des at deres industrielle udnyttelse ved fremstillingen af
immunbiologiske produkter indebzrer forhgjet risiko. Den
udgift, der er forbundet med at holde cellestammen, herunder
de lgbende kvalitetskontroller, er ogséa betydelig. Hertil
kommer desuden, at mange vira pa permanente cellestammer
ikke formerer sig eller i sammenligning med primare cellekul-
turer af organceller kun formerer sig darligt pa grund af
deres genetiske forandringer.

Slagtesvinenyrer er en billig cellebasis. Nyrer fra
fuldvoksne slagtesvin resulterer dog i sammenligning med
embryonale eller unggrisenyrer i kun relativt fa celler med
celledelingsaktivitet. N&r dernast slagtesvinenyrer desuden
P& traditionel vis oplukkes med det cellebeskadigende for-
dgjelsesenzym trypsin, reduceres s&ledes antallet af leve-
dygtige celler i en s&8ledes anlagt cellekultur drastisk é&n
gang til. Derigennem bliver det klart, at pé& traditionel
médde fermentativt oplukkede suspensioner af nyreceller fra
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slagtesvin kun med betydeligt resourceforbrug sésom ved
substrat-skift, forgget serumtilsatning til dyrkningssub-
stratet eller specielle dyrkningssubstrater og efter lang-
varig dyrkning fgrer til for det meste kun delvist sammen-
hangende cellemitter.

Cellekulturer af slagtesvinenyrer, fremstillet ved
den gangse trypsinoplukning af organerne, er s&ledes
problematiske med henblik pa deres voksevillighed. Disse
vakstvanskeligheder trader isar frem, ndr dyrkningsbehol-
derne med tryptisk oplukkede slagtesvinenyreceller omval-
tes for at f& en optimal udnyttelse af dyrkningsarealet.

Der er derfor yderligere et behov for en ogsd teknisk
tilfredsstillende fremgangsmdde til udvinding af cellekul-
turer af nyreceller fra svin.

Der er nu overraskende blevet tilvejebragt en frem-
gangsmade, som tillader nyreceller fra slagtesvin uden sar-
lige substrattilsztninger og uden substrat-skift i lgbet

af fra 5 til 8 dage i stationzre eller omvaltede kulturer
at vokse ud til tatte cellemdtter, og som til oplukning af

nyrerne til enkelte celler anvender en collagenase-oplesning.

Den foreliggende opfindelse angdr i overensstemmelse
hermed en fremgangsmdde til udvinding af en cellekultur ved
oplukning af nyrer fra slagtesvin ved hjalp af et enzym, og
denne fremgangsmade er ejendommelig ved, at man lader en
collagenase-oplesning med en koncentration fra 100 til 150
mg pr. liter indvirke pd de findelte nyrer i 12 til 24 timer
ved 16 til 22°C under omrering, og at man lader de saledes
udvundne svinenyreceller vokse ud til cellekulturer pd kendt
made.

Fra J. Clin. Microbiol. 9, nr. 6, 731-733 (1979)
kendes der en fremgangsmdde til udvinding af en cellekultur
ved oplukning af nyrer fra heste ved hjalp af collagenase.
Ved denne fremgangsmdde skal blandingen af nyrestykker og
collagenaseopslesning opvares til ca. 37°C, den ovenstadende
vaeske skal hver gang med tidsintervaller pa 10-30 minutter
skilles fra nyrestykkerne, og cellerne skal til opnaelse af
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deres vitalitet fraskilles fra den ovenstdende vaeske af det
collagenaseholdige medium og skal efter gensuspendering i
serumholdigt cellevakstmedium opbevares til videreforarbejd-
ning. I forhold hertil behandler man ved fremgangsmé&den
ifelge den foreliggende opfindelse nyrestykkerne ved ca.
20°C uden yderligere mellemtrin uafbrudt i 12-24 timer,

uden at der kan iagttages en formindskelse i udbyttet af
vitale celler.

En anvendelig collagenase kan eksempelvis udvindes
af Chlostridium histolyticum og anvandes i en koncentration
pd fra 10 til 15, fortrinsvis 12,5 mg (svarende til 6.250
Mandl -enheder) pr. 100 ml phosphatpufret saltoplesning (PBS,
PH-verdi fra 7,0 til 7,5). Af szrlig betydning for udvindin-
gen af store mangder af vitale, mitoseaktive enkeltceller
er den ovenfor navnte indvirkningsvarighed af collagenase-
-oplesningen pd fra 12 til 24 timer under omrering ved fra
16 til 22°C pa de findelte nyrer.

De sdledes udvundne enkeltceller renses derefter pa
kendt madde ved centrifugering ved ca. 800 g og vaskning med
PBS. Det centrifugerede cellesediment suspenderes derefter
igen i et forhold fra fortrinsvis 1:250 til 1:350 i kendte
dyrkningssubstrater s&som Eagles minimum essential medium
(Eagles MEM) eller TCM 199 med tilsetning af 100 ml pr.

1 kalveserum, portioneres i dyrkningsbeholdere, som ved 37°C
henstdr stationzrt eller omvaltes. I lgbet af fra 8 til _
16 timer begynder talrige af de p& glasarealet sedimenterede
nyreceller at dele sig. Dette forlgb kan iagttages mikro-
skopisk og viser, at der er en signifikant forskel i antal-
let af nyreceller med evne til at dele sig og i hastigheden

i celledelingssekvenserne i sammenligning med celleudgangs-
materialer ved traditionelle dyrkningsfremgangsmdder. Mitose-
aktiviteten af de med collagenase behandlede nyreceller fra
svin leder til hurtig tathedsvakst i cellem&tten uden

nogen yderligere hjalpeforanstaltninger for cellekulturen.
Herigennem kan man - som nedenstdende eksempler belyser det -
i1 hurtig razkkefglge fordelagtigt fremstille store ma&ngder
cellekulturer til den industrielle virusdyrkning.
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Eksempel 1.

Slagtesvinenyrer oplukkes ved de traditionelle frem-
gangsmider med 2 g pr. liter trypsinoplgsning til enkelte
celler, vaskes efter centrifugering ved ca. 800 g med PBS
og centrifugeres atter. Cellesedimentet suspenderes i for-
holdet 1:300 i Eagles MEM, hvortil der er sat 2,5 g pr.
liter lactalbuminhydrolysat (LAH) og 100 ml pr. liter kalveserum.
Denne suspension fyldes i mangder pd 600 ml i sterile 5
liters glaskolber. Kulturerne dyrkes under omvaltning ved
37°%. 1 lgbet af fra 10 til 14 dage dannes kun delvist sam-
menh@&ngende cellemdtter. Efter skiftning af vakstsubstratet
til serumfrit substrat (Eagles MEM med 2,5 g pr. liter LAH)
inficeres kulturerne med reovirus af serotyperne 1 og 3 og
henstdr i fra 3 til 5 dage ved 37°C, indtil kulturen er
moden til hgst. Virusindholdet i kulturernes fradekanterede
vasker afprgves efter fjernelse af celleresterne ved hjelp

af centrifugering og derpd filtrering p& gangs mide ved
podning af fortyndingsniveauer p& cellekulturer.

Til sammenligning behandles sterilt findelte slag-
tesvinenyrer med collagenase-oplgsning, som indeholder
12,5 mg collagenase pr. liter (svarende til 6.250 Mandl-en-
heder pr. 100 ml). Efter en indvirkningsvarighed p& 18 ti-
mer ved 18°c forarbejdes de til enkeltceller oplukkede ny-
receller yderligere pd samme mdde som ovenfor. Dyrknings-
substraterne, dyrkningsbeholderne, de aftappede mangder
af cellesuspension og dyrkningen er de samme. I modsatning
til cellekulturerne ved den traditionelle fremgangsmide er
mitoser mikroskopisk tydelige allerede efter f3i timers
forlgb ved de nyreceller, som er oplukket ved fremgangsm&-
den ifglge opfindelsen. De enkelte mitoseaktive celler
ligger ogsd sardeles tat sammen, da antallet af beskadigede
og derfor amitotiske celler er starkt reduceret i forhold
til den traditionelle oplukningsfremgangsmdde. P& grund af
de sardeles tidligt pabegyndte og sardeles talrige mitose-
forlgb er tat sammenhangende infektionsdygtige vavskulturer
tilstede efter 5 til he¢jst 8 dages forlgb efter opstart af
cellekulturen. Infektionen af vavskulturerne samt virushg-
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sten og -afprgvningen sker pd analog mdde som ved de ved
den traditionelle fremgangsmdde fremstillede kulturer.

Ved begge de beskrevne fremgangsmdder fremstilles
hver gang 5 kulturudgangsblandinger i teknisk mdlestok, pa
hvilke der hver gang dyrkes fra 150 til 300 liter reovirus
af serotyperne 1 og 3. Virusindholdene af sammenlignings-
udgangsblandingerne bestemmes med hensyn til permanente
abenyreceller (veroceller). For reovirus af serotype 3 har
der vist sig op til 14,5 gange og for serotype 1 fra 5,6
til 6,3 gange hgjere titer, ndr man arbejder ved fremgangs-
maden ifglge opfindelsen i stedet for fremgangsmdden ifglge

teknikkens stade.

Eksempel 2.

Til fremstilling af 40 liter af en suspension af
rhinopneumonititisvirus (fremkalder af abort hos hopper) pa
unggrisenyreceller er det ngdvendigt med 20 unggrise, medens
der ved fremgangsmaden ifglge opfindelsen i eksempel 1
kun er brug for 2 nyrepar fra slagtesvin. Der konstateres
ingen kvalitative ulemper ved det virus, der fremstilles
ved fremgangsmidden ifglge opfindelsen.

Eksempel 3.
Aujeszky-viruset er som herpesvirus et dirligt antigen,

og derfor far et hgjt virusindhold i vaccinen en stor be-
tydning. Man gennemfg¢rer sammenlignende Aujeszky-virusdyrk-
ninger pa nyrekulturer fra slagtesvin, som for det fgrste
fremstilles ved den traditionelle fremgangsmide med trypsin-
oplukkede nyreceller og for det andet ved fremgangsmaden
ifglge opfindelsen (eksempel 1). Medens virustiteren pr.

ml af de ved den traditionelle fremgangsmidde fremstillede

7’5, er den vea de ved fremgangsm&den

kulturer ligger p& 10
ifplge opfindelsen fremstillede kulturer i gennemsnit
10_8’5, dvs., at der syntetiseres ca. 10 gange mere virus
fra de yngre (fra 5 til 8 dage gamle) og tatte vavskultu-
rer end fra de &ldre (fra 10 til 14 dage gamle) og i reglen

ikke tatte kulturer ifglge teknikkens stade.
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Eksempel 4.

Svineparvovirus (PPV) anses som fremkalder af
SMEDI-syndromet hos avlssger, og dette syndrom er karakte~
riseret ved aborter, dgdfgdsler, fgdsel af sm&d grise med
ringe levedygtighed og sterilitet hos sger. PPV formerer
sig kur i unge, endnu voksende vavskulturer fra svin,
fortrinsvis i svinenyrekulturer.

Forsgg med dyrkning af PPV i vavskulturer fra slagte-
svin, fremstillet ved fremgangsmdden ifglge opfindelsen,

viser, at sddanne cellekulturer er sarligt velegnede til
formeringen af cdenre virus. Der pdvises en haemagglutina-
tionstiter fra 1:2048 til 1:16.384, medens en virustiter
pad blot 1:1024 for PPV, formeret ifglge teknikkens stade i
embryonale svinenyrecellekulturer eller permanente svine-
nyrecellestammer anses som god.
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PATENTZXKRAUV.
Fremgangsmade til udvinding af en cellekultur ved

oplukning af nyrer fra slagtesvin ved hjzlp af et enzym,
kendetegnet ved, at man lader en collagenase-
-oplesning med en koncentration fra 100 til 150 mg pr. liter
indvirke pa de findelte nyrer i 12 til 24 timer ved 16 til
22°C under omrering, og at man lader de sdledes udvundne
svinenyreceller vokse ud til cellekulturer pa kendt made.
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