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Soluviljemdsysteemi ja menetelmd nadiden solujen viljelemiseksi -

Cellkultursystem och forfarande for odling av dessa celler

Tamd keksintd kohdistuu solulinjoihin joita voidaan k&dyttdd immuno-

logisten aineiden valmistukseen.

Jatkuvasti edelleenviljeltdvien solulinjojen kehitt&minen on ollut
tutkimusalue, joka on ollut huomattavan aktiviteetin alaisena viime
vuosina. Tdllaiset pysyvdt solulinjat antavat huomattavia etuja pri-
middriviljelmiin ndhden useilla mikrobiologian alueilla. Ne ovat esim.
%] erittdin kdyttdkelpoisia virologlisteille sekd kokeellisessa tydsken-
telyssd ettd viljeltdessd viruksia rokotteiden valmistamiseksi. Esi-
merkiksi brittildisessd patenttijulkaisussa 1 051 262 on selostettu
yvleismerkinn&dll8 BHK 21 varustettu solulinja, joka on kehitetty t&d1-

laisten virusviljemien yhteydessa.

Viimeisen vuosikymmenen aikana usean laboratorion ponnistukset ovat
suuntautuneet sellaisen solulinjan aikaansaamiseen, joka on peré&isin
ihmisen perifeerisen verenkierron valkosoluista. Erilaiset tutkimus-

ryhm&t ovat todenneet uselta tallalsla solulanOJa, mukaanluettuna

.
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pp. 183-190, 1968, "Development of Immunocytes and Immunoglobulins?~Ww

Production in Long Term Cultures from Normal and Malignant Human
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Lymph Nodes"; ja Moore, G.E. et al, J. of Amer. Med. %ssoc., Vol
199, 9, pp. 87-92, 1967, "Culture of Normal Human Leukocytes".

Nyt on kehitetty uusi solulinja, joka voidaan saada lisddntymdédn
ilman ettd sen luonne olennaisesti muuttuu, joka perustuu 75 vuotta
vanhoista)ilmeisesti terveistd miespuolisista vapaaehtoisista saa-
tuihin perifeerisen verenkierron valkosoluihin. Tdlle solulinjalle
on annettu nimitys LDV/7. On havaittu, ettd tdmdn solulinjan solut
kykenevdt aikaansaamaan spesifistd immunologista ainetta, esim.
spesifisid vasta-aineita ja immuuni RNA:ta. Soluja voidaan kasvattaa
elatusviljelmissd, joko staattisissa viljemissd tai sekoitetuissa
viljelmissd, mutta niitd voidaan my®s viljelld agarissa. Tdmd omi-
naisuus on erityisen kdytt&kelpoinen koska se tekee mahdolliseksi
hyvin vakiintuneiden bakteriologisten menetelmien soveltamisen ih-

. . o WIHO Kelcesiin . . .
misen solujen]kee&as&tarkkalluun. Kloonaus esim. on mahdollinen ja
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on myds mahdollista tutkia erilaisten tekijdiden, kuten kolonisaa-
S N e

tiota stimuloivan tekijdn vaikutusta solujen erilaistumiseen.
Tamédn keksinndn tarkoituksena on ndin ollen aikaansaada soluviljel-
mdjdrjestelmd, joka kdsittdd merkinndlld LDV/7 identifioidun solulin-

jan soluja sen ravintovdliaineessa.

Tdmdn keksinndn tarkoituksena on myds aikaansaada menetelmd merkin-
ndlld LDV/7 identifioidun solulinjan solujen saattamiseksi lisdin-

tymadn viljelem&dlld soluja niiden ravintovdliaineessa,

Solulinjat todettiin alunperin seuraavalla menetelmdlld (prosentti-

luvut selityksessd ovat tilavuuden mukaan) :

Suurin osa punasoluista erotettiin alkuperdisestd verindytteestd
lisd&d&m&118 20 %:sta Pl&mmgel(:)(koostumus: gelatiinia 30 g, NaCl 7 g,
CaC12-2H20 2 g litrassa tislattua vettd) Jja hyldttiin koeputkissa
suoritetun laskeutuksen jdlkeen. Talteen otetussa suspensiossa oli
punasoluja suhteessa valkosoluihin alle 20:1. Siten talteenotetut
valkosolut suspendoitiin RPMI 1640 v&dliaineessa, jossa oli 20 %
vasikansikidseerumia pitoisuudessa 2 x 106 valkosolua/ml. RPMI 1640

vdliaineella on seuraava koostumus:



Aineosa

Aminohapot
L-arginiini
L-asparagiini
L-asparagiinihappo
L-systiini
L-glutaamihappo
L-glutamiini
glutationi, pelkistetty
glysiini
L-histidiini
L-hydroksiproliini
L-isoleusiini
L-leusiini
L-lysiinihydrokloridi
L-metioniini
L-fenyylialaniini
L-proliini
L-seriini
IL-treoniini
L-tryptofaani
I-tyrosiini

L-valiini

Vitamiinit
i};;ininobensoehappo
\biotiini
kalsiumpantotenaatti
koliinikloridi
syanokobalamiini
foolihappo
i-inositoli
nikotiiniamidi
pyridoksiinihydrokloridi
riboflaviini

tiamiinihydrokloridi

taulukko jatkuu

Konsentraatio

(mg/1)

200
50
20
50
20

300

10
15
20
50
50
40
15
15
20
30
20

20
20



Suolat

kaliumkloridi _ 400
natriumbikarbonaatti 2000
natriumkloridi 6000
kalsiumnitraattitetrahydraatti 100
dinatriumfosfaattiheptahydraatti 1512
magne%siumsulfaattiheptahydraatti 100

Muut aineet

glukoosi 2000

fenolipunainen 5

Vdliaineen pH sd&ddetddn 7,2:een 10 paino-%:1la natriumkarbonaatti-
liucksella (Methods in Cancer Research, 1970, s. 428). Kaksi kol-
masosaa vdliaineesta korvattiin tuoreella vdliaineella kahdesti
viikossa. Koska solﬁfuolemaa esiintyi ensimm&isten viikkojen aika-
na vdkevSitiin viljemi& tarpeen mukaan soluvdkevyyden pitdmiseksi
yli 106 solua/ml. |

ﬁ//
Soluja viljeltiin Roux-lasipulloissa. Kuusi viikkoa viqumien kdayn-
nistdmisen jdlkeen esiintyi yhdessd ndistd pulloista kasvuominai-
suuksia, so. ne suurenivat ja alkoivat lisddntyd ja naitd kdytet-

tiin LDV/7-solulinjan alkuun panemiseen.

Tdtd solulinjaa on sen jdlkeen kasvatettu suuria m8drid kdyttden

alla selostettua kasvatustekniikkaa:

LDV/7-solulinjaa voidaan ylldpitdd lukuisissa elatusvdliaineissa.

]

Sitd voidaan viljelld RPMI 1640 vdliaineessa, jossa on 5-30 % vasi-

kansikifseerumia. Elatusvdliaineessa on edullisesti RPMI védliainetta,

jossa on 10 % vasikansikitseerumia,., Lisdksi voidaan kdyttdaa McCoy'n

ja Eagle'n Essential Mediumia solulinjan aliviljelmissé.

Solut kasvavat suspensiossa 37°%:ssa ja muodostavat moykkyjd, jotka
voidaan dispergoida sekoittamalla v&dliainetta helldvaraisesti. So-
lut k&ydddn l&pi vdhint&&n kahdesti viikossa. Tavallinen ymppdys-
luku on 5 x lO5 solua/ml ja solujen annetaan kasvaa staattisessa
viljelmdssd kunnes saavutetaan pitoisuus, joka on 106 solua/ml.
Solut kasvavat mySs pyOrivdssd viljelmdssd, jossa pydrivd steriili

magneettinen sekoitin pit88 solut suspensiossa elatusvdliaineessa.



Siten voidaan aikaansaada korkeampi pitoisuus, joka on suuruusluok-—
kaa 1,5 x 106 solua/ml, ennen solujen aliviljelemistd. Kuolleiden
solujen prosentuaalinen md&rd on karkeasti ottaen suuruusluokkaa

5 %, mutta vaihtelee elatusolosuhteiden mukaan. Solujen syntyaika

on noin 24 tuntia riippuen jdlleen elatusolosuhteista.

Yleensd olosuhteet, kuten pH ja lampdtila, joissa solulinja lisd&n-
tyy ovat olennaisesti samat kuin ne olosuhteet, jotka valkosolut

kohtaavat ihmisolennossa.

Solujen tumatyyppianalyysi osoitti, ettd LDV/7-solulinja on hypo-
tetraploidinen. Kromosomien lukum&d&drd vaihtelee 80:std 93:een. Solu-
jen morfologian tutkiminen valomikroskoopissa osoitti, ettd solut
ovat heterogeenisia ja ettd niilld on rdjdhtdneen ndk&inen ulkomuoto.
Elektronimikroskoopilla suoritetut lisdtutkimukset vahvistivat
solulinjan heterogeenisyyden, osoittaen py&reitd eri kokoisia yksi-
tumaisia soluja, joilla oli solulimaeroavuuksia ja karkeat sis&dli-
maverkkokudokset ja makrofagiset ominaisuudet. Namd ndyttdvidt koos-
tuvan vdhint88n kahdesta solupopulaatiosta, jolsta toinen kdsitt&dd
pienid halkaisijaltaan alle 15 /um:n suuruisia soluja ja toinen
suuria halkaisijaltaan 15-30 /um:n suuruisia soluja. Ilmeisesti
suuret solut ovat perdisin pienemmista.
Kolme kloonia on saatu kromosomiluvun ollessa ensimméisell;?84 ja

\ toisell;?ja kolmannellg 85, mikd todistaa solun kyvyn aikaansaada

identtisid jdlkeldisid. Kloonautumiskyvyn mddritettiin olevan 5 %.

Solujen fagosyyttisid ominaisuuksia tutkittiin my&s elektronimik-
roskoopilla. Muutamien solujen ndhtiin selvdsti joutuvan toisten
solujen hajottamiksi. Mitd&dn virusosasia ei havaittu saaduissa
elektronimikroskocoppikuvissa, ei tavanomaisissa elatusolosuhteis-
sa otetuissa ndytteissd eikd +40°C:ssa kasvatetuissa viljelmisséa.
On pantava merkille, ettd tdmd solulinja on hyvin herkka lis&@munu-
aiskuoren steroidihormonikortisonille pitoisuudessa 10-5 /ug/ml,

¢ %&?ika viittaa varhaisimusolujen ja/tai sauvasolujen ldsndoloon. On

Lo+ my®s huomattava, ettd mitddn EB-virusantigeeneja ei ilmennyt immu-

nofluoresenssissa.

osoitti seuraavien erityisominaisuuksien olevan 1ldsn&d: HLA 2 ja




HLA 32 ensimmidiseen kohtaan ja HLA-spesifisyys W 14 toiseen kohtaan.
Havaittiin kuitenkin my&s heikkoa reaktiviteettia muiden antiseeru-
mien kanssa muille HLA-erityisominaisuuksille, mutta t&td pidettiin
ei-spesifisend. Suuremmat kudossoveltuvuusgeenit eli HLA~geenit
sisdltdvadt koodin polymorfiselle sarjalle kudosantigeenejd, sisdl-
tyvdt kaikkiin kehon kudoksiin ja ovat erittdin térkeitd mddritetta-

essd tuleeko kudossiirroksen hyljintdd tapahtumaan.

LOV/7-solulinjaa on laajasti tutkittu immunologisten aineiden val-
mistusta koskevien kokeiden yhteydessd. Havaittiin, ettd LDV/7-
soluja voidaan indusoida nukleiinihapoilla (RNA ja DNA), jotka ovat
perdisin spesifisilld antigeeneilld immunisoitujen elinten imurau-
haselimistd. Indusoitumisen jdlkeen osoittautui, ettd solut kykenivat
kopioimaan niiden indusoimiseen kdytettyjd nukleiinihappoja. Havait-
tiin, ettd ndma& kopioidut nukleiinihapot sdilyttivdt antigeenisen
spesifisyytensd. Lis&ksi osoittautui, ettd spesifistd antigeenid
varten nukleiinihapoilla indusoidut LDV/7-soluista johdetut dialy-
saatit siirtdvdt soluimmuniteetin n&ditd antigeenejd vastaan, kun

niitd annetaan ruiskeena in vivo ihmisille.

Kddnteiseti 0501ttautu1, ettd mddridtylle antigeenille herkistetyista
1ﬁﬁ£§¥ tai eldinimusoluista, kuten myds indusoiduista LDV/7-soluista
saadut soludialysaatit kykenlvat indusoimaan ennalta kdsittelemdt-
tomid %DVé7}soluja nuklellnlhapp03en alkaansaamlse%f}Jijotka kyke-
nlvat silr%aﬁéan erityisesti: nalden antlgeenxeﬂflﬁhﬁﬁhigta reaktivi-
teetth& Llsak51 havaittiin, ettd LDV/7-solut ndillid "immuuneilla"
nukleiinihapoilla ja/tai scludialysaateilla indusoimisen jédlkeen syn-
nyttivdt ndille antigeeneille spesifisid vasta-aineita (Ig gﬁﬁ,
joita vastaan immuuneja nukleiinihappoja tai immuuneja séiadialy—
saatteja aikaansaavat imusolut oli herkistetty. Vasta-aineet otet-
tiin talteen ndiden viljelmien pddlld olevasta nesteestd. Namd pddl-
18 olevat nesteet sisdlsivdt lisdksi ainetta jota voitiin kdyttadad
ennalta késittelemdttdmien lymfoidisolujen indusointiin immuunien
nukleiinihappojen ja immuunien soludialysaattien valmistamiseksi
samaa antigeenispesifiteettid varten, kuin jolle pddlld olevia nes-
- teitd valmistavat solut oli herkistetty. Y118 selostetun immunolo-
gisen aineen valmistusta on myds selostettu suomalaisessa patentis-
sa n:o (pat.hak. n:o 77 3784).

3 2w
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LDV/7-soluja on deponoitu nimffykS@lla LDV/7 laitokseen Laboratoire
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d'Immunobiologie, Faculté& de Médecine Broussais Hotel-Dieu, 15,

rue de 1'Ecole de Medecine, Paris 75006, ja nimityvkselld I-038
laitokseen National Microorganism Culture Collection of the Institut
Pasteur, Paris, joista niitéypyydettéessé on yleisestiwsaatavana.
Keksintdd havainnollistetaan seuraavassa esimerkissd, jossa varhais-
imusolulinjoja LDV/7 indusoidaan Is-RNA:1la. 1 mg Is-RNA:ta liuotet-
tiin 0,5 ml:an RPMI 1640 valiainetta. Tdmd liuos té;ggén 0,35 molaa-
riseksi sakkarocosiin n&hden. lO7 LDV/7-solua suspendoidaan sen jdl-

keen tdhdn liuckseen ja inkuboidaan vdhintddn 30 min 37°C:ssa jat-

- kuvasti sekoittaen. Inkuboinnin lopussa lis&td&dn tuoretta vdliai-

netta ja lopullinen tilavuus sdddetddn 20 ml:ksi, jolloin solupi-
toisuudeksi tulee 5 x lO5 solua/ml. Koska tdmdn solulinjan keskimd&-
rdinen kaksinkertaistumisaika, kun sitd viljellddn staattisissa olo-
suhteissa, on suuruusluockkaa 24 tuntia}lisatéan pdivittdin tuoretta
vdliainetta (RPMI 1640, t&dydennettynd 10 %:1la vasikansikiBseerumia)
vhtd paljon kuin viljelm&n tilavuus on silld@ hetkelld, kunnes viljel-
man kokonaistilavuus nousee 3 litraan, jolloin saadaan noin 2 x 109
solua. lO7 solun alikvoottia tédstd viljelmdstd indusoidaan toisen
kerran samalla Is-RNA:1lla samalla menetelmdlld. Tdmd vastaindusoitu
alikvootti kdytetddn toisen viljelmdn ymppdystd varten, jota jdlleen

tdydennetddn tuoreella vidliaineella ja kasvatetaan, kunnes haluttu

-8
. Jukumd&drsd soluja saadaan. Toista viljelmdd kavatetaan tavallisesti,

niin ettd saadaan 4 x 109 solua. Molemmista viljelmistd peraisin

olevat solut yhdistetdidn ja varastoidaan pakastettuna -20°C:een.



Patenttivaatimukset

1. Soluviljelmésysteemi koostuen varhaisimusocluista muodostetun

solulinjan soluista elatusvallalneessa, tunnettu siitd, ettd

soluilla on seuraavat omlnalsuudet

a) ne ovat hypotetraploideja, joiden kromosomiluku vaihtelee
vdlilld 80-93,
b) ne ovat radjadhtdneen ndkdisid ja niilld on heterogeeninen solu-

koko tarkasteltuina elektronimikroskoopilla,

c) ne esiintyvdt ainakin kahden solun populaatioina, koostuen joko
pienistd soluista, jotka ovat pienempid kuin 15 /um halkaisijaltaan
tai suuremmista soluista, joiden halkaisijat ovat v&dlilld& 15-30 /um,

elektronimikroskoopilla tarkasteltuina,

d) niilld on 5 % kloonautusmiskyky,

e) ne ovat hyvin herkkid lisdmunuaiskuoren stezo&d&he;meea&&&e
kortlsonli&é%§1t01suudessa 10 > /ug/ml

f) ne“ZI;at sisdlld EB-virusantigeeneja immunofluorsenssilla
tutkittuna, o

ne erlttavat (Ig G) vasta alnetta,

- h) nlllla on HLA-spe31flsyys HLA 2 ja HLA 32 ensimmdiseen kohtaan

ja W 14 toiseen kohtaan,

nditd soluja on talletettu ézﬁfifﬁgélla LDV/7 laitokseen Laboratoire
d'Immunobiologie, Faculté de Médecine Broussals Hotel-Dieu, 15 rue de
1'Ecole de Medecine, Paris 75006, ja nimitykselld I-038 laitokseen
National Microorganism Culture Collecfibnvof the Institut Pasteur,

Paris.

2. | Menetelmd solujen saattamiseksi lisddntymddn viljelmdjdrjes-
telmdssd siihen sopivassa elatusvédliaineessa, t unne t t u siits,

ettd kdytetddn vaatimuksessa 1 mddritellyn solulinjan soluja.
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