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Vermehrung von Viren in Zellkultur

Die Erfindung betrifft Verfahren zur Vermehrung von Viren in
Zellkultur, bei denen man Zellen mit einem Virus infiziert und
nach der Infektion die Zellen in Zellkultur unter Bedingungen
zieht, die eine Vermehrung der Viren und gleichzeitig eine
gezielte weitere, mindestens 2-fache Vermehrung der Zellen
ermbéglichen. Die Erfindung betrifft ferner die Verwendung der so
erhdltlichen Viren oder der von diesen exprimierten Proteine fir

die Herstellung von Arznei- und Diagnosemitteln.

Infektionskrankheiten, insbesondere virale Infektionen, haben
nach wie vor groRe medizinische Bedeutung. Es besteht daher
unverandert die Notwendigkeit bessere Verfahren zur Verfligung zu
stellen, mittels derer Viren in Kultur vermehrt werden kdnmnen,
um die Erforschung der Viren und die Herstellung von Impfstoffen
zu ermdglichen. Insbesondere die Produktion von Impfstoffen
gegen virale Infektion erfordert Ublicherweise die Vermehrung

und Isolierung groRer Mengen des betreffenden Virus.

In Abhdngigkeit des jeweiligen Virus werden im Stand der Technik
unterschiedliche Wirtssysteme und Kultivierungsbedingungen zur

virusvermehrung verwendet. Als Wirtssysteme kommen standardmifig
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Wirtstiere, embryonierte Hiihnereier primire Gewebezellkulturen
oder etablierte, permanente Zelllinien zur Anwendung (Rolle und
Mayr [Hersg.], Mikrobiologie, Infektions- und Seuchenlehre,
1978; Mahy I[Hersg.], Virology, A Practical Approach, 1985;
Horzinek [Hersg.] Kompendium der allgemeinine Virologie, 1985).

Die Virusvermehrung in embryonierten Hithnereiern ist mit hohem
Zeit- und Kostenaufwand verbunden. Die Eier miissen vor der
Infektion bebriitet und anschliefend auf Lebensfdhigkeit der
Embryonen hin getestet werden. Nur lebende Embryonen sind in der
Lage sind, Viren zu vermehren. Nach erfolgter Infektion mit dem
zu vermehrenden Virus und weiterer Bebritung werden die
Embryonen schlieflich abgetdtet. Die aus den Eiern isolierbaren
Viren werden von Verunreinigungen befreit und konzentriert. Da
die Vermehrung von Viren in bebriiteten Eiern nicht unter strikt
sterilen Bedingungen md6glich ist, missen kontaminierende
pathogene Mikroorganismen aus den Isolaten entfernt werden,
sofern diese einer medizinischen oder diagnostischen Applikation

zuganglich sein sollen.

Eine Alternative zur Vermehrung von Viren in Hihnereiern bieten
eukaryontischg Wirtszellen definierter Zelllinien (Gregersen,
J.P., Pharmazeutische Biotechnologie, Kayser und Miller
[Hersg.], 2000, Seiten 257-281). Zahlreiche Zelllinien sind
jedoch aufgrund von persistenten Fremdvirus-Kontaminationen bzw.
aufgrund mangelnder Beweise fUr die Virusfreiheit, unklarer
Herkunft und Historie nicht fiir die Herstellung von Impfstoffen

oder ahnlichen medizinisch verwendbaren Priparaten geeignet.

Die im Stand der Technik verwendeten Verfahren zur Vermehrung
von Viren in Zellkultur weisen alle dasselbe Grundschema auf,
bei dem man zundchst die Zellen in Abwesenheit des Virus
vermehrt, anschliefend das Virus zugibt und unter Bedingungen
vermehrt, bei denen keine signifikante Vermehrung der Zellen
erfolgt, und die Kultur nach maximaler Vermehrung der Viren

exrntet.
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Beigpielsweise wurden die aus Nierenzellen von Affen abgeleite-
ten Vero-Zellen zur Vermehrung einzelner Viren (Poliovirus,
Tollwutvirus) zur Impfstoffherstellung eingesetzt wird. Diese
Zellen sind bei diversen Zellbanken (wie beispielsweise der
American Type Culture Collection, ATCC) erhdltlich und werden
dartiber hinaus auch von der Weltgesundheitsorganisation (WHO)
aus einer gepriften Zellbank flir die medizinische Forschung zur
Verfligung gestellt.

Bei diesen Vero-Zellen handelt es sich um adhdrente Linien, die
fiir ihr Wachstum Trigerfléchen, wie beispielsweise Glasflaschen,
Plastikkulturschalen oder Plastikflaschen benétigen. Bei einer
Kultur entsprechender Zellen im Fermenter erfolgt das Wachstum
an sogenannten Microcarriern, d.h. in der Regel kleinen Kunst-
stoffkiigelchen, auf deren Oberflache die Zellen wachsen kdénnen.

Bekannt ist, dass neben den obengenannten Vero-Zellen beispiels-
weise auch adhirente BHK- ("Baby Hamster Kidney") und adharente
MDCK- ("Mandine Darby Canine Kidney") Zellen und andere Zellen
mehrere Virusarten aktiv vermehren kénnen und flr den Einsatz
als Substrat zur Herstellung pharmazeutischer Produkte
eingesetzt werden oder deren Einsatz erwogen wird. In der MDCK-
Zelllinie ATCC CRL34 (NBL-2) wurden neben Influenzaviren
experimentell auch das Vegsicular Stomatitis Virus, das Coxsak-
kievirus B5 (nicht aber B3 oder B4), das Rheovirus-Typ 2 und 3,
das Adenovirus-Typ 4 und 5 sowie Vaccinia-Viren vermehrt. Alle
entsprechenden Verdffentlichungen richten sich jedoch
ausschlieRlich auf adhirente Kulturen (vgl. Produktinformation
ATCC) . Flir die Vermehrung von grdReren Zellmengen ist jedoch die
Suspensionskultur bevorzugt, wobei nur die lymphoiden und manche
transformierten Zellen ih diesem System bisher vermehrt werden
kénnen (Lindl [Hersg.], Zell- und Gewebekultur, 2000, Seiten 173
ff.). Eine MDCK-Zelllinie, die in Protein-freien Kulturmedien in
Suspension zu wachsen vermag, wird in WO 97/37000 offenbart. Die
Vermehrung von Influenzaviren unter Verwendung der

entsprechenden Wirtzellen wird ebenfalls beschrieben.
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Neben der Auswahl eines geeigneten Zell- bzw. Wirtssystems sind
die Kultivierungsbedingungen, unter denen ein Virusstamm ver-
mehrt wird fir das Erreichen einer akzeptablen hohen Ausbeute
ebenfalls von groRer Bedeutung. Um die Ausbeute des erwlnschten
Virusstammes zu maximieren, miissen daher sowohl Wirtssystem als
auch Kultivierungsbedingungen spezifisch angepaft werden, um £ar
den gewlnschten Virusstamm glnstige Umgebungsbedingungen zu
erreichen. Um eine hohe Ausbeute der unteschiedliche Virusstamme
zu erreichen, wird daher ein System bendtigt, das optimale
Wachstumsbedingungen schafft. Viele Viren sind auf spezielle
Wirtssysteme beschrankt, von den einige hinsichtlich der
Virusausbeute sehr ineffizient sind. Effiziente
Produktionssysteme basieren zudem oft auf Adaptionen der
Viruspopulation an das jeweilige Xultursystem, oft unter
Vexrwendung von Zwischenstufen mit Verwendung anderer
Wirtssysteme und unter Anwendung von Proteinzusdtzen - meist
Serum - tierischen oder menschlichen Ursprungs.

Einschldgig erfahrenen Personen ist fermer bekannt, dass fast
alle Zellkulturen nach aﬁfénglicher Vermehrung unter Zusatz von
Serum oder anderen Wachstumsfaktoren zumindest flr eine gewisse
Zeit ohne Serum-~ oder Proteinzusdtze gehalten werden kénnen. So
kann beispielsweise eine beliebige Zellkultur zum Zeitpunkt der
Virusinfektion oder kurz vor der Ernte auf Medium ohne Serum
oder Proteinzusdtze umgestellt werden und bis zur Ernte weiter
gehalten werden. Dies ist seit Jahren géngige Praxis, um unter
Vermeidung bzw. Reduktion von Fremdproteinen Virusmaterial f£lr
Impfstoffe oder diagnostische Tests zu gewinnen. Impfstoffe aus
Zellkulturen, die ohne diese Praxis wahrend der Infektionsphase
unter Serumzusatz gehalten wurden, werden grdfRere Probleme
haben, zur Anwendung bei Mensch oder Tier zugelassen zu werden,
da sich die Serumbestandteile kaum noch hinreichend entfernen
lassen (vgl. WHO-Empfehlungen "Proposed requirements for Measles
Vaccine" (Live), Requirements for Biological Subtances No.12,
Revised 1978). ‘

Bekannt ist auch, dass manche Viren sich in proteinhaltigen
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Medien nur sehr schlecht oder gar nicht vermehren lassen. Es
handelt sich dabei um solche Viren, die fiir ihre Vermehrung in
Kultursystemen auf die »Aktivit&t proteinspaltende Enzyme
(Proteasen) angewiesen sind. Da diese Proteasen durch die Pro-
teinzusitze zum Medien kompetitiv gehemmt werden, verbietet sich
hier logischerweise der Zusatz von Proteinen zumindest ab dem
Zeitpunkt der Infektion oder Produktionsphase. Beispiele £fhr
Viren, die Ublicherweise unter Zusatz von Proteasen und somit
zur Erzielung guter Ausbeuten mdglichst ohne Proteinzusdtze zum
Infektionsmedium vermehrt werden miissen, sind Influenzaviren und
Rotaviren. Andere Virusarten wie z.B. Paramyxoviren und Reoviren
k&nnen ebenfalls bei der Vermehrung von méglichst proteinarmen
Medien profitieren (Ward et al. (1984) J.Clin.Microbiol. 748-753
"Efficiency of Human Rotavirus Propagation in Cell Culture"). WO
96/15231 schlagt vor, Vero- und andere Zellen in Zellkultur zu
ziehen, wobei ein Medium verwendet werden soll, dass ohne die

{iblichen Protein-Zusdtze auskommt.

Andere Viren lassen sich unabhdngig von der
Mediumzusammensetzung und den Kulturbedingungen notorisch
schlecht vermehren, beispielsweise Tollwut-, Rota-, Pneumo- oder
Hepatitis A Viren (Provost und Hillemann, Proc. Soc. Exp. Bio.
Med., 160:213-221 (1979); und Rolle und Mayr a.a.O.).

Nach der Vermehrung des Virus wird dieser tblicherweise aus der
Kultur isoliert. Es sind im Stand der Technik =zahlreiche
vVerfahren bekannt, mittels derer Viren, virale
Expressionsprodukte oder andere Proteine nach der Vermehrung aus
dem Medium und/oder den Zellen isoliert werden kénnen (Gregersen
a.a.0; Mahy a.a.0.; Reimer C., et al., Journal of Virology, Dec.
1967, p. 1207-1216; Navarro del Canizo, A., et al., Applied
Biochemistry and Biotechnology, Vol. 61, 1996, 399; Prior, C.,
et al., BioPharm, Oct. 1996, 22; Janson, Jan-C. and Rydén, L.
[Hersg.], Protein Purification, 1997; und Deutscher M. [Hersg.],
Methods in Enzymology, Vol. 182, 1990).

Aufgrund des schematischen Ablaufs der Verfahren
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(Zellvermehrung, Virusvermehrung, Ernte) ermdéglichen die im
Stand der Technik bekannten Verfahren jedoch lediglich eine
begrenzte Virusvermehrung und Ernte.

Die der vorliegenden Erfindung zugrunde liegende Aufgabe besteht
somit darin, Verfahren zur Vermehrung von Viren in Zellkultur
zur Verfligung zu stellen; die eine grdfBere Virusvermehrung und
vereinfachte Ernte grdRerer Mengen an Virus ermdglichen.

Diese Aufgabe wurde nunmehr durch Verfahren zur Vermehrung von

Viren in Zellkultur geldst, bei denen man

(a) Zellen mit einem Virus infiziert;

(b) nach der Infektion die Zellen in Zellkultur wunter
Bedingungen zieht, die eine Vermehrung der Viren und
gleichzeitig eine gezielte weitere, mindestens 2-fache
Vermehrung der Zellen ermdglichen.

Uberraschenderweise wird ein wesentlich verbessertes Verfahren
zur Vermehrung von Viren in Zellkultur erhalten, wenn man den
Ablauf des Verfahrens grundlegend dahingehend veradndert, das ein
Wachstum der Zellen auch wihrend der Vermehrung des Virus
ermdglicht wird. Dies hat den Vorteil, dass in klrzerer Zeit
signifikant mehr Virus erhalten werden kann. Ferner wird die
Auslastung der Anlagen'fﬁr die Zellkultur verbessert.

ErfindungsgemidR wird die Zellkultur so durchgefthrt, dass sich
die Zellen nach der Infektion um mindestens das 2-fache oder 5-

fache, vorzugsweise mindestens das 10-fache erhdht.

Die Vermehrung der Zellen bewirkt auch, dass die Kultur tber
einen Zeitraum von mindestens 7 Tagen nach der Infektion
durchgefihrt werden kann, vorzugsweise werden die Zellen und
vViren jedoch iliber mindestens 21, 28 oder 35 Tage in Zellkultur

vermehrt.

Je nach der Verfahrensfiihrung kann es vorteilhaft sein, wdhrend
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der Vermehrung der Viren und der Zellen mindestens einmal
frisches Medium, Medium-Konzentrat oder Medienbestandteile
zuzugeben oder mindestens einen Teil der Viren und Zellen in ein
Kulturgefadf zu fuberflihren, welches frisches Medium, Medium-
Konzentrat oder Medienbestandteile enthdlt. Es ist jedoch
bevorzugt, wihrend der Vermehrung der Viren und der Zellen
mindestens einmal frisches Medium, Medium-Konzentrat oder

Medienbestandteile zuzugeben.

Die Zugabe des Mediums, des Medium-Konzentrates oder der
Medienbestandteile wird @ vorzugsweise mindestens einmal oder

mehrfach wiederholt.

GemaR einer welteren ' bevorzugten Ausfihrungsform der vor-
liegenden Erfindung wird wihrend der Kultur der infizierten
Zellen das Kulturmedium gegen frisches Kulturmedium ausgetauscht
oder das Kulturvolumen durch Zugabe von frischem Kulturmedium
vergrdRert. Der Austausch bzw. die Ergdnzung des Kulturmediums
kann auch durch Mediumkonzentrat oder Mediumbestandteile wie
beigpielsweise Aminosduren, Vitamine, Lipid-Fraktion, Phosphate,
0.4. Substanzen erfolgen. Diese Schritte kémnen wahrend der
Kultur der Zellen auch mehrfach durchgefihrt werden.

Dies ermdglicht die Steigerung der Virusausbeute durch mehrfache
Virusernten aus Kulturlberstadnden, sowie besonders durch Ver-
gréRerung des gesamten . Kulturvolumens und dabei auch der
Zellzahl durch Zusatz frischen  Mediums. Entsprechende
Mehrfachernten stellen einen signifikanten  Vorteil der
erfindungsgemdfen Verfahren dar, da die Ausbeute des Systems

wesentlich verbesgert wird.

In den Verfahren der vorliegenden Erfindung werden vorzugsweise

MDCK-Zellen flir die Vermehrung der Viren verwendet.

Bei den Zellen, die in den erfindungsgemdfen Verfahren zur
Aanwendung gelangen, handelt es sich um Zellen, welche die

Eigenschaft haben, in Suspensionskultur oder als adhdrente
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Zellen zu wachsen. Als Zellen, die in Suspensionskultur wachen
werden Linien bezeichnet, die auch in Abwesenheit von
Tragerteilchen im Fermenter im technischen MaRstab wachsen
kénnen, was gegenliber anderen Zellen erhebliche Vorteile bel der
Handhabung der Kulturen, beim Vergrdflern des MaRstabs der
Kulturen und bei der Vermehrung von Viren aufweist. Verfahren
zur Adaptation von MDCK-Zellen an die Suspensionskultur sind im
Stand der Technik bekannt (WO 97/37000). Die MDCK-Zellen kdénnen
beispielsweise von der Zelllinie MDCK-33016 abstammen.

Gemafl einer weiteren Ausflihrungsform der Erfindung werden Zellen
verwendet, die sowohl wvor als auch nach der Infektion die
Eigenschaft aufweisen, adhdrent und als Suspensionskultur zu
wachsen. Diese Ausfihrungsform weist den besonderen Vorteil auf,
dass ein Zellkultursystem und somit auch ein Medium fUr die
Entwicklung der Zellen vom Labor-MaRstab bis zur grof3-
technischen Produktion verwendet werden kann. Entsprechende
Systeme vereinfachen die Arzneimittelzulassung erheblich, da nur
die Sicherheit eines einzelnen Zellkultursystems geprift werden

mufs.

Das Virus kann ein Genom aus einzelstrangiger Desoxyribonu-
kleinsdure (ssDNS), aus doppelstridngiger Desoxyribonukleinsiure
(dsDNS) , doppelstrangiger Ribonukleinsdure (dsRNS) oder einzel-
strangiger Ribonukleinsdure aufweisen. Die einzelstrangigen
Ribonukleinsdure-Moleklle koénnen dabei die Polaritdt einer
Boten-RNS ("messenger-RNS) aufweisen, RNS (+) , oder

entgegengesetzter Polaritdt sein, RNS(-).

Bei dem Virus kann es sich um ein beliebiges im Stand der
Technik bekanntes Virus handeln. Die Viren, die im Rahmen des
erfindungsgemifen Verfahrens Anwendung finden, kénnen Uber
verschiedenen Sammlungen, wie 2z.B der ATCC (American Type
Culture Collection) oder der ECACC (European Collection of
Animal Cell Cultures) bezogen werden. In der Regel wird dabei
auf existierende Produktionsstédmme oder bereits in Zellkultur

vorvermehrte Virusstdmme zurickgegriffen. Es koénnen ferner
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eigene Isolate etabliert werden, sofern diese sich £fir die
jeweilige Applikation besser eignen. Gemafs einer Ausfiihrungsform
ist das Virus, welches in das Verfahren eingesetzt wird, ausge-
wdhlt aus der Gruppe bestehend aus: Adenoviren, Ortho- und
Paramyxoviren, Reoviren, Picornaviren, Enteroviren, Flaviviren,
Arenaviren, Herpesviren und Poxviren. Besonders bevorzugt
handelt es sich um einen Adenovirus, Poliovirus, Hepatitis A-
Virus, Japanisches Enzephalitis-Virus, Viren der europdischen
Frihsommer-Meningoenzephalitits sowie der verwandten &stlichen
(russischen oder anderen) Formen, Dengue Virus, Gelbfiebervirus,
Hepatitis € Virus, ROtelnvirus, Mumpsvirus, Masernvirus,
respiratorisches Syncytialvirus, Vacciniavirus, Influenzavirus,
Rotavirus, Rhabdovirus, Pneumovirus, Reovirus, Herpes Simplex
Virus 1 oder 2, Cytomegalovirus, Varizella Zoster Virus, caninen
Adenovirus, Epstein Barr Virus, sowie bovine oder porcine
Herpesviren wie BHV-1 oder Pseudorabiesvirus zur Infektion der
zellen verwendet wird, wobei die Verwendung eines Tollwutvirus,
Rotavirus, Pneumovirus - oder Hepatitis A Virus besonders

bevorzugt ist.

GemaR einer weiteren Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung
kann das Genom des Virus eine Nukleinsiuresequenz umfassen, die
flir ein heterologes, funktionales Protein mit einer GrdRe von
mindestens 10 kDa kodiert. Im Stand der Technik sind zahlreiche
Vektoren flir die Expression von heterologen Proteinen bekannt,
die auf einem viralen Genom, beigpielsweise auf einem Herpes-,
Vaccinia- oder Adenovirus-Genom, basieren (Galler R. et al.,
Braz.J.Med.BRiol. Res., 1997 Feb., 30(2): 157-68; Willemse MJ. et
al., Vaccine 1996 Nov., 14(16): 1511-6; Efstathiou S.; Minson
AC., Br.Med.Bull., 1995 Jan. 51(1): 45-55; Hammerschmidt W.,
Curr.Opin.Mol.Ther., 2000 Oct., 2(5):532-9; Graham Fl.; Prevec,
L., Mol.Biotechnol., 1995, Jun; 3(3):207-20; Carroll MW., Moss
B.;Curr.Opin.Biotechnol., 1997 Oct.; 8(5):573-7; Wojcik J.,
Acta.Microbiol.Pol., 1995, 44(2):191-6; Ramirez JC. et al.,
J.Virol., 2000 Aug.; 74(16): 7651-5; Hagen , Anna, et al.,
Biotechnol.Prog., 1996, 12, 406-408; Huyghe, Bernard, et al.,
Human Gene Therapy, 1995 Nov., 6:1403-1416) .
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Im Rahmen der vorliegenden Erfindung sind auch Verfahren zur
Vermehrung solcher Viren umfasst, bei denen das virale Genom
durch Addition oder Substitution von Sequenzen so verdndert
wurde, dass das Genom flr ein heterologes, also urspringlich
nicht zu dem Virus gehdrendes, funktionales Protein mit einer
GréRe von mindestens 10 kDa kodiert. Erfindungsgemidf wird dabei
ein Protein als ein funktionales Protein bezeichnet, wenn das
Protein mindestens in der Lage ist, eine Immunreaktion gegen
dieses Protein auszuldsen. Selbstverstdndlich kann das Protein
neben der immunologischen Aktivitdt weitere biologische
Aktivitadten aufweisen, beispielsweise als Enzym oder Zytokin

wirken.

Die Viren, die in den erfindungsgemdfien Verfahren eingesetzt
werden, kdénmnen ferner Deletionen einzelner Gene im viralen Genom
aufweisen. So kénnen beispielsweise Gene eines Virus, das als
Impfstoff verwendet werden soll, welche fir Pathogenitadts-
faktoren kodieren, gezielt deletiert werden. Entsprechende
Deletionen umfassen vorzugsweise nicht mehr als 500 oder 1000
Nukleotide.

Selbstverstandlich kann das fir die erfindungsgemdRen Verfahren

eingesetzte Virus auch ein vollstdndiges virales Genom umfassen.

Die Vermehrung der Viren in der Suspensionskultur kann gemdf den
erfindungsgeméfen Verfahren in Gegenwart oder Abwesenheit von
Serum im Medium erfolgen. Besondere Vorteile ergeben sich durch
die Abwesenheit von Serum, da diese Zellkulturbedingungen die
Zulassung der medizinischen Verwendung so erzeugter Produkte
wesentlich wvereinfacht. Durch Verzicht auf Serum-Zusdtze zum
Kulturmedium werden ferner aufwendige Reilnigungsschritte zur
Entfernung der Mediumkontaminationen vermieden. Dadurch lassen
sich somit auch Verbesserungen hinsichtlich der Qualitdt des

Produktes erreichen und auch Kosten vermeiden.

Als "Serum-freies Medium" wird im Rahmen der vorliegenden

Erfindung ein Medium beéeichnet, das keine Zusdtze von Serum
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menschlicher oder tierischer Art aufweist.

Entsprechende Kulturen kénnen definierte Mengen bestimmter
Proteine zugesetzt werden, die sich nicht stdrend auf die Kultur
und anschlieflende Verwendung auswirken. Eine solches
Kulturmedium wird als chemisch definiertes Medium bezeichnet.
Diesem Medium werden ausgewdhlte Proteine, wie mitogene Peptide,
Insulin, Transferrin oder Lipoproteine zugesetzt werden, die bei
verschiedenen, dem Fachmann bekannten Herstellern bezogen werden
kénnen. Unter mitogenen. Peptiden werden im Rahmen der vor-
liegenden Erfindung vorzugsweise pflanzliche Hydrolysate, z.B.
Sojabohnen-Proteinhydrolysat oder Lysate aus Proteinen anderer

Nutzpflanzen verstanden.

GemdfR einer besonders bevorzugten Ausfihrungsform sind die
Medien jedoch vollstdndig "Protein-frei". Unter "Protein-frei™"
werden Kulturen verstanden, bei denen die Vermehrung der Zellen
unter Ausschluss von Proteinen, Wachstumsfaktoren, sonstigen
Proteinzusdtzen und nicht-Serum-Proteinen erfolgt. Selbstver-
stédndlich enthalten die in solchen Kulturen wachsenden Zellen
selbst Proteine.

Bekannte Serum-freie Medien sind beispielsweise Iscove's Medium,
Ultra-CHO-Medium (BioWhittaker) oder EX-CELL (JHR Bioscience).
Ubliche, Serum-haltige Medien sind beispielsweise Eagle Basalme-
dium (BME) oder in Minimum Essential Medium (MEM) (Eagle,
Science 130, 432, (1959)) oder Dulbecco‘'s Modified Eagle Medium
(DMEM oder EDM), die Ublicherweise mit bis zu 10% £fotalem
Kalberserum oder ahnlichen Zusdtzen eingesetzt werden. Auch
Protein-freie Medien, wie beispielsweise PF-CHO (JHR-Bioscien-
ce), chemisch definierte Medien, wie ProCHO 4CDM (Bio Whittaker)
oder SMIF 7 (Gibco/BRL-Life Technologies), und mitogene Peptide,
wie beispielsweise Primactone, Pepticase oder HyPep W (alle von
Quest International) oder Lactalbumin-Hydrolysat (Gibco u.a
Hersteller), sind im Stand der Technik hinreichend bekannt.
Insbesondere die auf pflanzlichen Hydrolysaten basierenden

Medien-Zusdtze weisen den besonderen Vorteil auf, dass eine
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Kontamination mit  Viren, Mykoplasmen oder  unbekannten

infektidsen Agentien ausgeschlossen werden kann.

GemiR einer bevorzugten Ausflihrungsform der vorliegenden
Erfindung wird wihrend der Kultur der infizierten Zellen
frisches Medium, Medium-Konzentrat oder Medienbestandteile wie
beispielsweise Aminosiuren, Vitamine, Lipidfraktionen oder

Phosphate zugesetzt.

Das erfindungsgemdRe Verfahren kann dabei in einem Perfusions-
system oder einem Batch-System durchgefiihrt werden. Als "Perfu-
sionssysteme" werden Kultursysteme bezeichnet, bei denen kon-
tinuierlich Medium zu- und abgefiihrt wird. Alternativ dazu
kdnnen die Zellen auch in einem "Batch-System" kultiviert
werden, bei dem das System als weitgehend geschlossenes System
ohne Zufuhr von Medium von der Inokulation bis zur Ernte

gefahren wird.

Die far die gewlnschte Anwendung zZu verwendenden
Zellkulturbedingungen (Temperatur, Zelldichte, pH-Wert, etc.)
sind aufgrund der Eignung der erfindungsgemifs verwendeten
Zelllinie Uber einen sehr weiten Bereich variierbar und kdnnen
den Bedliirfnissen der Anwendung angepaRt werden. Die folgenden

Angaben stellen daher lediglich Richtwerte dar.

Die Vermehrung der Zellen vor der Infektion kann ausgehend von
Saatkulturen oder kleinen KulturgefiRen in einem Perfusions-
system unter Verwendung Ulblicher Riickhalteverfahren, wie bei-
spielsweise Zentrifugation oder Filtration, durchgefiihrt werden.
Es hat sich als vorteilhaft erwiesen, das Kulturmedium bei der
Anzucht der Zellen in einem solchen System mit einer Rate von
bis zu 3 Fermenterfliillungen pro Tag auszutauschen. Die Zellen
konnen sich unter diesen Bedingungen bis zu Zelldichten von
beispielsweise 2 X 10’ vermehrt werden. Die Kontrolle der
Perfusionsrate erfolgt widhrend der Kultivierung bevorzugt anhand
von dem Fachmann bekannten Parametern, wie beispielsweise

7ellzahl, Glutamin-, Glucose- oder Lactatgehalt.
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Bei Verwendung eines Batch—Systemé lassen sich beispielsweise
bei einer Temperatur von 37°C und einer Generationszeit von 20-
30 Stunden Zelldichten big etwa 8-25 x 10° Zellen/ml erreichen.

Darliber hinaus lassen sich die Zellen vor der Infektion erfin-
dungsgemdfl auch in einem Fed-Batch-System vermehren. Als "Fed-
Batch-System" wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung ein
Kultur-System bezeichnet, bei dem die Zellen zundchst in einem
Batch-System angezogen werden, und das Erschdpfen der Nahrstoffe
(oder eines Teils der Nihrstoffe) im Medium durch eine geregelte
Zufitterung konzentrierter Ndhrstoffe kompensiert wird. In einem
Fed-Batch-System kénnen die Zellen beispielsweise bis zu einer

Zelldichte von etwa 1-10 x 10° vermehrt werden.

Es hat sich weiterhin als vorteilhaft erwiesen, den pH-Wert des
Mediums beili der Vermehrung der Zellen vor der Infektion auf
einen Wert zwischen pH 6,6 und pH 7,8, und besonders bevorzugt

auf einen Wert zwischen pH 7,2 und pH 7,3 einzustellen.

Die Kultur der Zellen vor der Infektion erfolgt bevorzugt bei
einer Temperatur zwischen 30° und 40°C, und besonders bevorzugt
bel einer Temperatur zwischen 33° und 37°C. Der Sauerstoff-
Partialdruck wird bei der Kultur vor der Infektion bevorzugt auf
einen Wert zwischen 25% und 95%, und besonders bevorzugt auf
einen Wert zwischen 35% und 60% eingestellt. Die im Rahmen der
Erfindung angegebenen Werte des Sauerstoff-Partialdrucks
basieren auf der Sattigung der Luft.

Fir das erfindungsgemafe Verfahren hat es sich als vorteilhaft
erwiegen, dass die Infektion der Zellen bei einer Zelldichte von
vorzugsweise etwa 8-25x10° Zellen/ml im Batch-System bzw.
vorzugsweise etwa 5—20x106Ze11en/mljmxPerfusionssystem1erfolgt.
Die Zellen kdénnen in den erfindungsgemdfen Verfahren mit einer
viralen Dosis (m.o.i:. Wert, "multiplicity of infection";
entspricht der Anzahl an Viruseinheiten pro Zelle zum Zeitpunkt
der Infektion) zwischen 10™° und 10, bevorzugt zwischen 0,0001
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und 0,5, infiziert werden.

Die Kultur der Zellen nach der Infektion kann ebenfalls im
Perfusions-, Batch oder Fed-Batch-System erfolgen. Dabei kénnen
dieselben Kulturbedingungen wie zuvor eingesetzt werden
(Temperatur zwischen 30° und 40°C, Sauerstoff-Partialdruck
zwischen 5% und 100%, pH-Wert des Mediums zwischen PH 6,6 und pH
7,8).

Erfindungsgemdf werden ferner Verfahren zur Verfiigung gestellt,
die eine Ernte und Isolierung der Viren oder der von diesen
erzeugten Proteine umfassen. Bei der Isolierung der Viren oder
der Proteine werden die Zellen durch Standardmethoden, wie bei-
spielsweise durch Separation, Filtration oder Ultrafiltration,
vom Kulturmedium abgetrennt. Im folgenden werden die Viren oder
die Proteine nach dem Fachmann hinreichend bekannten Verfahren,
wie z.B. Gradienten-Zentrifugation, Filtration, Fallung,
Chromatographie, u.&., aufkonzentriert und anschlieRend gerei-
nigt. Erfindungsgemifs ist es ferner bevorzugt, dass die Viren
wahrend oder mnach der Reinigung inaktiviert werden. Eine
Virusinaktivierung beispielsweise durch R-Propiolacton oder
durch Formaldehyd kann an beliebiger Stelle innerhalb des
Reinigungsprozesses erfolgen.

Die erfindungsgemdBen Verfahren eignen sich in besonderer Weise
zur Herstellung von Arzneimitteln, insbesondere zur Herstellung

von Impfstoffen, und von Diagnosemitteln.

Die Herstellung des Arzneimittels kann dabei die Vermehrung und
Isolierung eines Virus oder von diesem erzeugten Proteins und
die Vermischung mit einem geeigneten Adjuvanz, Hilfsstoff,
Puffer, Verdlinnungsmittels und/oder Arzneimitteltriger umfassen.
Unter Adjuvanzien werden in Rahmen der vorliegenden Erfindung
Substanzen verstanden, die die Immunantwort erhdhen. Dazu zihlen
beispielsweise Hydroxide verschiedener Metalle, wie Aluminiumhy-
droxid, Bestandteile der bakteriellen Zellwand, O§le oder

Saponine. Die Impfstoffe eignen sich insbegondere zur prophyl-
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aktischen oder therapeutischen Behandlungen viraler Infektionen.

Die Immunogenitdt und/oder Wirksamkeit der entsprechenden
Impfstoffe kann durch dem Fachmann bekannte Methoden, wie z.B.
Schutzversuche mit Belastungsinfektion oder Bestimmung des zur
Neutralisation notwendigen Antikdrper-Titers festgestellt
werden. Die Bestimmung der Virus-Menge bzw. der Menge an
produzierten Antikdrpern kann beispielsweise durch Bestimmung
des Titers oder der Menge an Antigen gemdR dem Fachmann
hinreichend bekannten Standardverfahren, wie z.B.
Virusttitration, H&magglutinationstest, Antigenbestimmung oder

Proteinbestimmung verschiedenster Art, erfolgen.

Die erfindungsgemafen Verfahren eignen sich weiterhin zur Her-
stellung einer diagnostischen Zusammensetzung. Die Zusammen-
setzungen koénnen einen durch die Verfahren erhdltliches Virus
oder ein davon erzeugtes Protein umfassen. In Kombination mit im
Stand der Technik Ublichen Zusdtzen und Nachweis-Reagenzien
lassen sich diese Zusammensetzungen als diagnostischen Test
verwenden, die zum Virus- bzw. Anti-Virus-Antikdérper-Nachweis
geeignet sind.

In den folgenden Beispielen wurden alle Virustiter nach der dem
Fachmann bekannten Endverdinnungsmethode und statistischer 50%-
Endpunktbestimmung nach Spearman-Kaerber  bestimmt (vgl.
Horzinek, ZKXompendium der allgemeinen Virologie, 2. Auflage,
1985, Parey Verlag, 'Seiten 22-33). Es wurden Jjeweils 8
Testkulturen in Mikrotiterplatten mit 100ul-Mengen einer
Virusverdinnung infiziert, wobei Verdiinnungen des Virusmaterials
von 107 bis 10~ benutzt wurden. Die Auswertung der Virustitra-
tionen erfolgte entweder mikroskopisch anhand des cytopathischen
Effektes der Testkulturen oder mit Hilfe von immunologischen
Nachweismethoden unter Verwendung virusspezifischer Antikdrper.
Die Bindung der virusspezifischen Antikdérper wurde als Immun-
floureszenz mit Floureszin-markierten Antikdrpern oder unter .
Verwendung von Biotin-markierten Sekunddr-Antikdérpern und einem
Streptavidin/Biotin/Peroxidase-Verstérkerkomplex sowie einem
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prazipitierbaren Farbstoff (Gregersen et al., Med. Microbiol.
Immunol., 177: 91-100) sichtbar gemacht. Die Einheit der
Virustiter lautet Xultur-infektidse Dosis 50% (KID;). Die

jeweils fir die verschiedenen  Virusarten verwendeten
virusspezifischen Nachweiszellen und - soweit zutreffend -
immunologischen Nachweisverfahren sind in den viursspezifischen

Beispielen genannt.

Beispiele

Beigpiel 1: Handhabung des_ Zellkultursystem als Suspensions-
kultur in frihen Arbeitsstufen und im ILabormaRstab

MDCK-Zellen aus Saatzellampullen, die in fllUssigem Stickstoff
gelagert werden, wurden durch Eintauchen in ein Wasserbad
schnell aufgetaut und sofort in Kulturmedium (Ultra CHO mit
Supplement, BioWhittaker, "Standardmedium") auf eine Zellzahl
von etwa 1 x 10° Zellen /ml in der Regel etwa 1:100 - verdinnt.
Danach wurden die Zellen durch Zentrifugation (10 Minuten bei
800 x g) von dem Medium getrennt, erneut in frischem Medium
aufgenommen und in Spinnerkulturflaschen (100 ml Arbeitsvolumen,
Bellco oder Techne) gefiillt. Diese Kulturansédtze wurden bei 37°C
auf einem Magnetrlihrer mit 50-60 Umdrehungen/Minute inkubiert.
Das Zellwachstum wurde durch Kontrolle der Zellzahl Utberwacht.
Bel Erreichen von Zellzahlen von 8 x 10° bis maximal 1,6 x 10°
Zellen/ml, wurden die Kulturen durch Verdinnung der Zellen in
frischem Standardmedium und Aussaat in neue
Spinnerkulturflaschen wvon 100 bis 1000 ml Arbeitsvolumen
umgesetzt und bis zur Erreichung maximaler oder gewlnschter
Zelldichten unter Rihren wie oben beschrieben inkubiert. Bei
diesen Zellpassagen wurden die Verdinnung der jeweiligen Kultur
im Bereich zwischen 1:4 und 1:10 in der Art an das Zellwachstum
angepasst, dass die maximale Zellzahl je nach Bedarf innerhalb
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von 3 bis 5 Tagen erreicht wurde. Alternativ wurde dieselbe Art
der Zellkultivierung ohne Zusatz der Supplemente zum Medium
erprobt und konnte fiber mindestens 10 Passagen problemlos

beibehalten werden.

Beigpiel 2: Handhabung des Zellkultursystems als adharente
Kultur

Etablierte Suspensionskulturen (vgl. Beispiel 1) wurden in ver-
schiedenen Medien verdiinnt, so dass die Zellzahl etwa 1 X 10°
Zellen/ml betrug, und anschliefend in verschiedenste Zell-
kulturgefiRe (siehe Tabelle 1) geflillt. Das Zellkulturvolumen
entsprach dabei den fir die jeweiligen Kulturgef&Be Ublichen
Mengen, d.h. etwa 4 mm Kulturmedium Uber der Aussaatflache bzw.
etwa 1 ml Medium pro 2,5 cm® Kulturfliche. Die Kulturen wurden in
der Regel bei der fiir die meisten Zellkulturen Ublichen Tempera-
tur von 37°C inkubiert, jedoch waren auch erhebliche
Abweichungen der Inkubationstemperatur ohne nennenswerten
Verlust mdglich (siehe Tabelle 1). Die erprobten Kultursysteme
sowie die damit erzielten Ergebnisse des Zellwachstums sind in
Tabelle 1 dargestellt und zeigen, dass sich dieses Zellsystem in
verschiedenen Medien und Kultursystemen anndhernd gleich und

robust verhdlt.

Derartig hergestellte Monolayer-Kulturen wurden flr die
Titration von Virusernten in Mikrotiterplatten sowie zur Anzucht
von Viren unter mikroskopischer Kontrolle oder far
Tmmunfluoreszenz-Untersuchungen, Hé&madsorptionstests und andere
virologische oder immunologische Standardtmethoden verwendet,
die sich besser in adhirenten Einschicht-Kulturen als in
Suspensionskulturen durchfiihren lassen. Des Weiteren waren
solche Kulturen besonders geignet, reine Virusstamme durch
Plaquereinigung oder Auéverdﬁnnung zu gewinnen. SchlieRlich
wurden die adhirenten Kulturen auch zur Virusvermehrung in

kleinen und groRen MaRstédben verwendet; grofere Mengen dabei
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vorzugsweise in Rollerflaschen.
Zellkultur Zellaussat Verwendete Verwendete Inkubation konfluente
System (x 10° Zellew/ml) Medien Zusitze # Kultur nach
.. Tagen
(8-20 x 105 Zellen/ml)
Plastik-Kul- 0,8-1,0 MEM, 1-5% FCS 33 oder 37°C | 4-5
turflaschen EDM, oder
Opti-MEM¥*, Supp.*
Ultra CHO%*,
Plastik-Kul- 2,0 MEM, 1-5% FCS 33 oder 37°C | 23
turflaschen EDM, oder
Opti-MEM*, Supp. *
Ultra CHO*,
Mikrotiter- 2,04,0 MEM, 0,5-3% FCS 33 oder 37°C | 1-2
platten EDM, oder Suppl.*
Opti-MEM*,
Ulira CHO*
Mikrotiter- 2,0-4,0 MEM, 1% BCS fiir 1 | 37°C 1
platten EDM, Tag, dann
Opti-MEM*, ohne Zusitze
Ultra CHO¥,
Roller- 1,0 EDM, 0,5-3% FCS 33 oder 37°C | 4-5
flaschen Opti-MEM*, oder Supp.*
Ultra CHO*,
Roller- 1,0 EDM, 1% FCS 33 oder 37°C | 5-7
flaschen Opti-MEM*, oder Supp.*
Ultra CHO¥*, fiir 3 Tage,
danach ohne
Zusitze
Spinner 2,0 BME 0,5-3% FCS 33 oder 37°C | 5-7
-+ Micro- MEM oder Supp.*
carrier EDM

Tabelle 1: Zellwachstum in verschiedenen, adhdrenten Kultursystemen
BME:
MEM:
EDM:

Basal Medium Eagle; Bicarbonat-Erginzung (2-2,5% einer 5% Stammldsung)

Minimum Essential Medium; Bicarbonat-Erginzung (2-2,5% einer 5% Stamml6sung)
Dulbecco's Modified Eagle Medium; Bicarbonat-Erginzung (2-2,5% einer 5% Stamml6sung)
FCS: Fotales Kélberserum

Supp.: Ultra CHO supplement

#): eingestellte Werte; tatsichlich gemessene Werte mit Abweichungen um +2°Cund -3°C

*): Hersteller: Bio-Whittaker
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Beispiel 3: Virusisolierung, Gewinnung und Herstellung von
Saatviruspréparationen

Primdrisolate, wie beispielsweise virushaltige Organ-, Gewebe-,
oder Gewebsfllissigkeitsproben, Rachenabstriche oder Stuhlproben
wurden im Eisbad in Standardmedium (beliebige andere Medien oder
Phosphatpuffer sind ebenso méglich) mit Antibiotikazusatz (PSN:
100 Einheiten/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin, 50 ug/ml
Neomycin) aufgeschwemmt und gegebenenfalls homogenisiert (mit
Moérsern, Skalpellklingen oder einem sogenannten "Douncer”’ oder
" potter” Homogenizer fein zerkleinert). Die erhaltene Suspension
wurden mit Hilfe einem laboriiblichen Spritzenvorsatzfilter mit
einer Porengrdsse von 0,45 pm filtriert (zur Isolation kleine-
rer, unbehtillter Viren auch 0,2 um). Das Filtrat wurde in kleine
Kulturflaschen (25 cm’, siehe Beispiel 2) mit frischem Kulturme-
dium wund Antibiotikazusatz inokuliert. Um die Ausbeute zu
erhéhen, wurden mehrere Kulturen mit einem Inokulum von
beispielsweise 100 ul bis 1 ml versehen und anschlieRfend bei
37°C inkubiert. Fir Virusisolate aus den oberen Atemwegen
empfiehlt es sich, zusdtzlich Kulturen bei einer niedrigeren

Inkubationstemperatur von 33°C angesetzt.

Bereits in Kultur vermehrte, reine Virusisolate wurden zur
Infektion direkt in dem erfindungsgemdfen Kultursystem gemafs
Beispiel 1 oder 2 eingesetzt. Da hierbei jedoch in der Regel ein
hoher Virusgehalt der Viruspréparation vorausgesetzt werden
konnte, wurden kleinere Inokulummengen von 100 upl oder weniger
verwendet. Flir derartige Erstinfektionen in dem erfindungs-
gem&Ren Kultursystem wurde eine MOI (multiplicity of infection)
von 0,1 und 0,01 bevorzugt; bei unbefriedigendem Ergebnis wurde
die Infektion mit MOIs in absteigenden 10er Stufen von 10 bis
0,0001 wiederholt. '

Die infizierten Kulturen wurden anschlieRend t&glich mikrosko-
pisch auf virusbedingte Zellschadigungen (CPE, cytopathischer
Effekt) untersucht und mit im Kontrollkulturen verglichen.

Alternativ sowie bei Viren, die keinen CPE verursachen, wurde
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die Kultur auf die Anwesenheit bestimmter Virusantigenen oder
deren Gene untersucht (z.B. je nach Virusart spezifische HA-
Tests; ELISA, PCR). Nach 3 bis 4 Tagen bzw. positivem Befund
(Schrumpfung der Zellen, Zelltod, Abrundung und Aufldsung des
Zellrasens bei adhdrenten Kulturen, Plaquebildung) wurden
zellfrei zentrifugierte Kulturiberstdnde als Probe eingefroren,
bei negativem oder zweifelhaftem Befund hingegen wurde die
gesamte Kultur mit frischem Medium auf eine Zellzahl von 1 x 10
* gZellen eingestellt (Verdimnung der Suspensionskulturen bzw.
Trypsinbehandlung der adhérenten Kulturen mit anschliefender
Verdiinnung der vereinzelten Zellen) und auf neue Kulturen
verteilt weiter inkubiert. Da dies bei den meisten Medien einer
Verdiinnung der Kulturen von 1l:4 bis 1:20 entsprach, wurde zur
Vermeidung einer logarithmischen Vermehrung der Zahl der
Kulturen spitestens nach der zweiten derartigen Kulturpassage
nur ein Teil der méglichen Kulturen weiter unterhalten. Nach 3-4
Passagen konnten in der Regel aus geeignetem, virushaltigem
Ausgangsmaterial Virusisolate erfolgreich isoliert und

nachgewiesen werden.

Fir die meisten Virusarten wurde je nach Virusgehalt und Glte
des Ausgangsmaterials nach 2-7 tagiger Inkubation ein
virusbedingter CPE festgestellt (siehe auch wvirusspezifische
Beispiele) . Einige Virusarten vermehren sich jedoch sehr langsam
oder zeigen keinen CPE und missen daher durch verlingerte
Passagen und Inkubationsdauer oder spezifische Tests
nachgewiesen werden (die jeweils erforderlichen Methoden sind
unter den spezifischen Virusbeispielen aufgeflihrt). Als Beispiel
fir ein Virus ohne CPE mit langsamer Vermehrung, welches zudem
ein besonderes Nachweissystem erfordert, wird auf das spezielle
Beispiel des Hepatitis A-Virus verwiesen. Der dabei beschriebene
Nachweistest eignet sich bei Verwendung entsprechender Antiseren
ebenfalls zum Nachweis anderer Viren, insbesondere solcher ohne
spezifischen CPE.

Ein neu isoliertes Virus sollte zweckmaBigerweise erst mnach

dreimaliger Plaquereinigung bzw. Herstellung eines reinen
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Isolates durch die sogenannte " limited dilution” Technik weiter
verwendet werden. Die hierzu erforderliche Methoden entsprechend
dem Stand der Technik sind einschldgigen Lehrblichern zu
entnehmen (siehe z.B. B.W. Mahy: Virology-a practical approach;
IRL Press, Oxford, 1985).

Liegen nun geeignete Virusprdparationen aus einem Primdrisolat
oder als etablierter Stamm vor, so werden diese anschliefend zur
Infektion von Spinnerkulturen verwendet, um homogenes Saatvirus
flir Produktionszwecke zu gewinnen. Ohne den Erfindungsgegenstand
darauf zu beschranken, wird empfohlen zundchst eine erste
Infektion in kleinen Spinnerkulturen mit 100 ml Kulturmedium
vorzunehmen mit MOIs von 10 bis 0,00001, vorzugsweise 0,1 bis
0,0001 zu erproben. Die glnstigsten Bedingungen (insbesondere
beztiglich MOIs und Erntezeiten) zur Erzielung schneller und
hoher Virustiter bzw. Ausbeuten wurden davon ausgewahlt, um
Saatvirus in einem Kultursystem der erforderlichen GroRe - je
nach vorgesehenem Produktionsmafstab und Zahl der
Produktionsldufe - in einer weiteren Viruspassage herzustellen.
Je nach erzielten Virusausbeuten und vorgesehener
Produktionsgrdéfe konnte der MaRstab flir diese Saatviruspassage
von einigen Spinnerkulturen im bis zu 1000 ml-MaRstab bis hin zu
kleineren Fermentern bis hin zu etwa 10 Litern Volumen oder mehr
betragen. Das geerntete Virus wurde durch Filtration oder
Zentrifugation von eventuellen Zellresten befreit und in
produktionsgerechten Kleinmengen aliquotiert bei Temperaturen
moéglichst unter -70°C gelagert.

Beispiel 4: Handhabung des Systems als adhfrente Mikrocarrier-

Kultur flir Produktionszwecke

Die Anzucht der adhérenten MDCK-Zellen erfolgte in
Rollerflaschen gemaR Beispiel 2, Tabelle 1 mit BME plus 3%
foétalem Kalberserum (FCS). Nach der Anzucht in diesem System
wurden die Zellen von der Oberfliche der Rollflaschen abgeldst.
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Dies geschah  enzymatisch wit Hilfe einer geeigneten
Trypsinldésung mit tUtblichen, dem Fachmann bekannten Verfahren.
Alternativ wurden gemdfs Beispiel 1 Suspensionszellen in
Spinnerkulturen angezlichtet und direkt =zur Belegung der
Microcarrier verwendet werden.

Der Produktionsfermenter wurde mit Microcarriern vom Typ Cytodex
3 (Pharmacia) geflillt. Die Microcarrier (spezifische Einwaage 5
g/1l) wurden autoklaviert und mit NZhrmedium konditioniert. Das
Verfahren gewdhrleistete ein Anheften der Zellen an die Ober-
flache der Microcarrier. Die auf die oben beschriebene Weise
gewonnenen Zellen wurden in das Produktionssystem Uberfihrt,
sodass die Zelldichte 1x10° Zellen/ml betrug. Die Zellen hafteten
an den Microcarriern und wurden bis zur Konfluenz bzw. bis zum

Erreichen einer Zelldichte von 3x10° Zellen/ml kultiviert.

Nach der Zellanzuchtphase wurde das vorhandene Nidhrmedium gegen
frisches N&hrmedium ausgetauscht. Dazu wurde proteinfreies
Nahrmedien eingesetzt. Es wurden 2 Waschzyklen gefahren.

Ein Waschzyklus bestand aus dem Abschalten des Rithrwerks, dem
Absetzen der Microcarrier, der Entnahme des verbrauchten
Nahrmediums, der Zugabe des frischen Nihrmediums und dem
Resuspendieren der Microcarrier. Nach dem Waschschritt wurde die
Zellkultur mit Trypsin (2,5 mg/l) versetzt.

Anschlieflend erfolgte die 1Infektion der Zellkultur mit
Saatvirus. Dieses Saatvirus wurde gemidR Beispiel 3 gewonnen und
eingesetzt. Die MOI war dabei Virus-spezifisch und betrug
zwischen 0,1 und 0,000001 vorzugsweise zwischen 0,01 bis 0,0001.
Nach Beendigung der Infektionsphase, deren Dauer einerseits
durch das spezifische Virus (siehe spezifische Beispiele),
andererseits auch durch die gewdhlte MOI bestimmt wird, wurde
das Rithrwerk stillgelegt und die Microcarrier sedimentieren. Der
virushaltige Uberstand wurde abgezogen und mittels geeigneter
Abtrennverfahren von Zellresten gereinigt. Zur Zellabtrennung
wurden tUbliche, dem Fachmann bekannte Zentrifugen bzw.

Separatoren, Filter und Querstromfiltrationsanlagen eingesetzt.
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Beispiel 5: Handhabung des Systems als Suspensionskultur bis zum
Produktionsvolumen im 1000 1 MaRstab unter Verwendung von ser-

unfreiem Medium

Die Anzucht von Suspensionskulturen f£{ir ein Produktionsvolumen
von 1000 1 erfolgte mit Hilfe von Spinnerflaschen (Firma Techne)
im kleinen MaBstab bis 1000 ml Kulturvolumen (siehe Beispiel 1).
Die Zelldichte beim Anlegen der Spinner betrug 1x10° Zellen/ml.
Die Zellen wurden im Batchverfahren angezogen und bei einer
Zelldichte von 1x10° Zellen/ml durch einfaches Verdiinnnen in
frischem Medium im Verh&ltnis 1:10 umgesetzt. Als Medium wurde
flr die Zellanzucht serumfreies Medium (UltraCHO, Biowhittaker)
benutzt. Ab einem Volumen von 10 1 wurden geriihrte Fermenter (30
Rihrerumdrehungen pro Minute) mit permanenter Belfiftung und
Kontrolle von Temperatur (Regeltemperatur 37°C flir die Zel-
lanzucht), pH-Wert (Regelbereich 7,1 bis 7,3) und Sauerstoff-
partialdruck (45 bis 55% pO,) eingesetzt (technische Details wie
in Tabelle 2). Entsprechend einem Umsetzungsverhidlnis von 1:10
betrugen die Scale-up Volumina 10 1, 100 1, 1000 1. Die
Fermenter erreichten bei einer Anfangszelldichte wvon 1x10°
Zellen/ml die Endzelldichte von 1x1062ellen/ml in einer Zeit von
3-4 Tagen. Im MaBstab von 1000 1 wurde zus&tzlich ein Fed-Batch
mit Glucoseldsung (100-200 g/l) durchgefiihrt, um die Zelldichte
auf 3x10° Zellen/ml zu steigern. Die erzielten Zellausbeuten sind

vergleichend in Tabelle 2 dargestellt.

Beispiel 6: Handhabung des Systems als Suspensionskultur bis zum

Produktiongvolumen big zu einem Volumen von 1000 1 unter

Verwendung von chemisch definiertem Medium.

Die Anzucht von Suspensionskulturen fiir ein Produktionsvolumen
von 1000 1 erfolgte analog wie in Beispiel 5 beschrieben. Als
Medium wurde hingegen alternativ chemisch definiertes Medium
(ProCHO4CDM) flir die Zellanzucht benutzt. Es erwies sich als
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vorteilhaft, 3 bis 5 Vorpassagen zur Adaptation in diesem Medium

durchzufithren. Die erzielten Zellausbeuten sind vergleichend in
Tabelle 2 dargestellt.

Beispiel.7: Handhabung'des Systems als Suspensionskultur bis zum
Produktionsvolumen dim 1000 1 MaRstab unter Verwendung von

proteinfreiem Medium

Die Anzucht von Suspensionskulturen flr ein Produktionsvolumen
von 1000 1 erfolgte analog wie in Beispiel 5 beschrieben. Als
Medium wurde proteinfreies Medium (SMIF7, LifeTechnologies) flr
die Zellanzucht benutzt. Es erwies sich als vorteilhaft, 5-10
Vorpassagen zur Adaptation in diesem Medium durchzufihren.

Die erzielten Zellausbeuten sind vergleichend in Tabelle 2

dargestellt.
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Nr. Verfahren Medium N/T/pO2/pH X, X

1 Batch UltraCHO 30 min™ 1 x 105 ml™ 1 x 10° ml™
37°C

45-55%
7,1-7,3

2 Fed-Batch UltraCHO 30 min™ 1 x 10° ml™ 3,1 x 10° ml”
37°C

45-55%
7,1-7,3

3 Batch ProCHO4CDM | 30 min™ 1 x 10° ml™ 1 x 10° ml™
37°C

45-55%
7,1-7,3

4 Fed-Batch ProCHO4CDM | 30 min™ 1 x 10° ml™ 3,3 x 10° ml”
37°C

45-55%
7,1-7,3

5 Batch SMIE7 30 min” 1 x 10° ml™ 1 x 10° ml"
37°C

45-55%
7,1-7,3

6 Fed-Batch SMIF7 30 min’” 1 x 10° ml” 3,0x 10° m1™
37°C

45-55%
7,1-7,3

Tabelle 2: Anzucht von Zellen (MDCK 33016) zum Produktionsmas-
stab im Fermenter unter Anwendung verschiedener Verfahren und
Medien

Xy Anfangszelldichte
X: Endzelldichte
N/T/pO,/pH: Rithrerumdrehnungen, Temperatur, Sauerstoff-Partialdruck, pH-Wert

Beispiel 8: Handhabung des Systems in der Produktionsphase mit

serumfreiem Medium

Nach der Anzucht von Suspensionskulturen bis zum Produktionsmaf’-
stab gemdR Beispiel 5 wurden die Zellen auf drel Fermenter
gleichen Volumens 3x1000 1 verteilt und mit frischem Medium

aufgeflillt. Damit erhielt jeder Fermenter 1/3 Volumen Vorkultur
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und 2/3 Volumen Frischmedium. Es wurde das gleiche Medium wie in
der Anzuchtphase verwendet (UltraCHO, BioWhittaker). Nach dem
Aufflillen wurde die Zellkultur mit Trypsin 10 mg/l versetzt.

AnschlieRend erfolgte die Infektion der Zellkultur mit einem
Saatvirus (Influenza B/Harbin/7/94) bei einer MOI von 0,001 und
eine weitere Inkubation unter gleichen Fermentationsbedingungen
wie bei der Zellanzucht, jedoch bei 33°C, Utber 96 Stunden. Der
zellhaltige Uberstand wurde im folgenden abgezogen, und die
Zellen wurden dabei mittels eines Separators abgetrennt. Es
erfolgte ein weiterer Filtrationsschritt durch Kartuschenfilter
mit einer PorengrdRe von 0,45 wum zur Abtrennung weiterer

Feinpartikel.

Die Virusernten wurden auf ihren Virusgehalt mit Hilfe wvon
Standardmethoden im HA-Test mit 0,5% Hihnererythrozyten und
durch Virustitration in adhdrenten MDCK-Zellen getestet: Der
gemessene HA-Gehalt betrug 1024 Einheiten, der Virustiter lag
bei 10°? KIDy,/ml.

Beispiel 9: Handhabung des Systems in der Produktionsphase mit
chemigch definierten Medien

Die Vorbereitung der Produktionzellen erfolgte wie in Beispiel
8 beschrieben. Als Frischmedium wurde jedoch chemisch definier-
tes Medium (ProCHO4CDM, BioWhittaker) verwendet. Nach dem
Auffiillen wurde die Zellkultur mit Trypsin 2,5 mg/l versetzt.
Die weitere Infektion wurde wie in Beispiel 8 beschrieben
durchgefihrt.

Der gemessene HA-Gehalt betrug 1024 Einheiten, der Virustiter
lag bei 10""° KID,,/ml.
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Beispiel 10: Handhabung des Systems in der Produktionsphase mit
proteinfreiem Medium

Die Vorbereitung der Produktionszellen erfolgte wie in Beispiel
8 beschrieben. Als Frischmedium wurde jedoch proteinfreies
Medium (SMIF7, Life Technologies) verwendet. Nach dem Auffiillen
wurde die Zellkultur mit Trypsin 2,5 mg/l versetzt.

Die weitere Infektion wurde wie in Beispiel 8 beschrieben
durchgeftithrt. Der gemessene HA-Gehalt betrug 1024 Einheiten, der

Virustiter lag bei 10"’ KID,,/ml.

Beigpiel 11: Anzucht und Infektion mit chemisch definiertem

Medium

Die Anzucht der Zellen erfolgte wie in Beispiel 6 beschrieben,
die Infektion wie in Beispiel 9 beschrieben. Somit erfolgte die
gesamte Zellkultur von der Anzucht bis zur Ernte der Infektion

in chemisch definiertem Medium.

Beispiel 12: Anzucht wmit chemisch definiertem Medium und
Infektion in proteinfreiem Medium

Die Anzucht der Zellen erfolgte wie in Beispiel 6 beschrieben in

chemisch definiertem Medium, die Infektion wie in Beispiel 10

beschrieben in proteinfreiem Medium.

Beispiel 13: Anzucht und Infektion in proteinfreiem Medium

Die Anzucht der Zellen erfolgte wie in Beisgpiel 7 beschrieben.
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Die Infektion wie in Beispiel 10 beschrieben. Somit erfolgte die
gesamte Zellkultur von der Anzucht bis zur Ernte der Infektion

in proteinfreiem Medium.

Beispiel 14: Allgemeine Beschreibung der Virusreinigung

Nach Abschluss der Virusvermehrungsphase wurde die
Zellkulturernte durch einen Tiefenfilter mit einer PorengrédfRe
von 0,45 oder 0,5 um filtriert, um Zellen und Zellbruchstilicke
abzutrennen. Alternativ wurde diese Abtrennung mit Hilfe eines
Separators durchgefiihrt. Die in der geklarten Ernte enthaltenen
Viren wurden bei Bedarf mittels Ultrafiltration konzentriert und
gereinigt, wobei eine. Membran mit einer Ausschlussgrenze
zwischen 50.000 und 1.000.000, vorzugsweise 100.000 bis 500.000
verwendet wurde. Das erhaltene Viruskonzentrat wurde auf eine
Chromatographiesdule geladen, welche mit CS (Cellufine Sulfate,
Millipore) gepackt war. Nachdem Verunreinigungen durch Waschen
mit Puffer entfernt wurden, wurden die Viren mit einer 0,3 bis
3 M [Kochsalzlbésung eluilert. Das Eluat wurde mittels
Ultrafiltration entsalzt und weiter konzentriert. Alternativ
' oder in Kombination mit einer chromatographischen Reinigung kann
ein weiter Reinigungseffekt durch Ultrazentrifugation erzielt
werden. Die meisten Virusarten kénnen tUberdies entsprechend
ihrer  Schwebedichte duch Ultrazentrifugation in einem
Saccharosegradienten mit nachfolgender Fraktionierung des
Gradienten gereinigt werden. Eine Virusinaktivierung mit
Formaldehyd oder R-Propiolacton kann an beliebiger Stelle
innerhalb des Reinigungsprozesses eingefligt werden, wird jedoch
vorzugsweise nach der Konzentrierung oder nach der Reinigung
eingesetzt, da das 2zu inaktivierende Volumen dann bereits
erheblich reduziert ist.
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Beispiel 15: Gewinnung von inaktivierten, reinen Virusprépa-

rationen zur Formulierung von Impfstoffen

Flaviviren (Virus der Frihsommer-Meningoenzephalitis, Stamm X
23) wurden gemif Beispiel 5, 6 und 7 in verschiedenen Medien bei
einer Animpfdosis von 0,2 MOI angezlchtet (flir weitere Details
vgl. Beispiel 22). '

Das geerntete, virushaltige Kulturmedium wurde durch Zentrifuga-
tion und Filtration Uber Filter mit einer Porengréfe von 0,45 um
von eventuell enthaltenen Zellresten befreit. Aus Sicherheits-
grinden wurde dieses Material bereits nach der Filtration durch
Zusatz von B-Propiolacton in einer Verdlnnung von 1:2000 bzw.
1:2500 und Inkubation bei 2-8°C lber 24 Stunden inaktiviert. Ein
Zellkulturtest der inaktivierten Prdparationen nach 2-stindiger
Hydrolyse des Inaktivierungsmittels bei 37°C zeigte, dass bis zu
einer Nachweisgrenze von weniger als 0,03 infektidsen Ein-

heiten/ml kein aktives Virus mehr enthalten war.

Fir die Analytik der mnachfolgend beschriebenen Reinigungs-
schritte wurde zur Bestimmung des Gesamtproteingehaltes ein BCA-
Assay (Pierce) benutzt. Der spezifische Antigengehalt wurde mit
Hilfe eines Sandwich-ELISA unter Verwendung spezifischer
monoklonaler Antikdrper gegen das E-Glykoprotein (Niedrig et
al., 1994, Acta Virologica 38: 141-149) wund eines selbst
hergestellten, polyklonalen Antiserums gegen gereinigtes Virus
aus Kaninchen Dbestimmt. Die Werte £flr das inaktivierte
"Ausgangsmaterial wurde dabel als Referenzwert (entsprechend
100%) angesetzt.

Reinigung durch Gradientenzentrifugation:

Inaktivierte Virusprdparationen wurde nach bekannten Methoden
Uber eine Dichtegradienten-Ultrazentrifugation (15-60% Sac-
charose) bei 80.000 x g gereinigt. AnschlieBend wurde der
Gradient fraktioniert wund in Proben der Fraktionen die

Extinktion bei 280 nm zur Identifizierung des Viruspeaks
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bestimmt. Eine starke Erhohung der Extinktion wurde jeweils im
Bereich einer Saccharosekonzentration zwischen 30 und 40%
festgestellt, das Maximum lag bei 34 und 35%. In diesem Bereich
wurde auch der hdéchste Gehalt an spezifischem Virusprotein und
die hodchste Reinheit (bestimmt als Verhdltnis von Virusprotein
zZu Gesamtprotein) gemessen. Insgesamt wurden in diesen
Peakfraktionen mehr als 50% des im  Ausgangsmaterial

festgestellten, spezifischen Antigengehaltes wiedergefunden.

Chromatographische Reinigung:

Die inaktivierten Viruspriparationen (siehe oben) wurden auf
eine CS-Saule aufgetragen, welche zuvor mit 5 Sadulenvolumen 50
mM Phosphatpuffer, pH 7,5 dquilibriert wurde. AnschlieRend wurde
mit 10 Saulenvolumen Phosphatpuffer gewaschen, um ungebundenes
Material zu entfernen. Gebundenes Material wurde nachfolgend mit
demselben Phosphatpuffer unter stufenweiser Zumischung von
steigenden Mengen desselben Puffers mit Zusatz von 3 M NacCl
‘eluiert. Im Durchfluss beim Auftragen des Virusmaterials wurden
zwischen 3,2 und 3,9% des spezifischen Antigens und 79 bis 83%
des Gesamtproteins analytisch wiedergefunden. Im Waschpuffer
fand sich 6-11% des Gesamtproteins und 0-2,3% des Antigens. Mehr
als 95% des Antigens wurde somit an das Sdulenmaterial gebunden.
Bei der Elution mit 0,6 bis 1,8 M NaCl wurden etwa 60,0% des
Antigens wiedergefunden, die héchste Reinheit wurde bei einer
Elution mit 1,2 M NaCl erzielt. H&here Salzkonzentrationen bis
3 M NaCl eluierten weitere, geringe Mengen (< 15%) an Antigen

mit geringerer spezifischer Reinheit.

Reinigung durch Kombination wvon Chromatographie und Ultrazen-
trifugation

Vereinigte Eluate nach 0,6 und 1,2 M NaCl-Elution aus einer
chromatographischen Reinigung wie oben beschrieben wurden einer
Ultrazentrifugation Uliber 2,5 Stunden bei 80 000 x g unterworfen.
Das Viruspellet wurde in 50mM Phogphatpuffer pH 7,5
resuspendiert und analysiert. Die Gesamtproteinkonzentration
dieser Préparation war auf 0,7 % des Ausgangsgehaltes reduziert,
der Reinheitsgrad war durch diesen Schritt um das Zehnfache
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erhéht worden.

Diese Viruspréparation wurde einer Gradientenreinigung wie oben
beschrieben unterworfen. Es wurde nach Fraktionierung ein sehr
Shnliches Gradientenprofil gefunden, wie dies mnach direkter
Gradientenreinigung erzeilt wurde. Die Spitze des Viruspeaks
hatte sich allerdings geringfligig verschoben und lag nun bei 37%

Saccharose.

Beispiel 16: Gewinnung eines Virusisolates und Virusvermehrung

eines humanen Herpesvirus

Durch sterile Punktion einer frischen Herpes-Effloreszenz im
Blasenstadium (Lippenhérpes—Bléschen) mit einer Tuberkulin-
spritze wurde eine minimale Menge Gewebsfllissigkeit erhalten und
gemdR Beispiel 3 in Standardmedium mit Antibiotikazusatz
aufgeschwemmt und unter Verwendung eines Filters mit einer
PorengrdRe von 0,45 um filtriert. Das Filtrat wurde in eine
Kulturflasche mit 25 cm’ Kulturfldche mit adh&renten MDCK 33016
zellen in Standardmedium inokuliert und bei 37 °C inkubiert.
Nach 4 Tagen wurden Proben der Uberstinde und nach 7 Tagen der
gesamte Uberstand der Kulturen entnommen und bei < -70°C
eingefroren. Eine nach 4 Tagen entnommene Proben wurde 1:10 und
weiter in Zehnerstufen in Standardmedium enthaltend 10 ug/ml
Trypsin verdinnt; je 100 pl dieser vVerdiinnungen wurden auf MDCK
33016 Zellen in Standardmedium gegeben. Nach 13 Tagen Inkubation
bei 37°C zeigte sich ein CPE in wenigen Kulturen der ersten
Verdiinnungstufe. Die ﬁberstande dieser Kulturen wurden geerntet
und erneut absteigend verdinnt in neue Kulturen inokuliert. Nach
6-9 Tagen zeigten sich in mehreren Verdinnungsstufen dieser 3.
viruspassage ein zunehmend deutlicher CPE als Herpesvirus-
typische Plaques. Eine parallel mit demselben Ausgangsmaterial
direkt infizierte Kultur mit 175 cm’ Kulturflidche zeigte
ebenfalls ausschliefflich dieselben, typischen Plaques. 2Zur
weitere Klonierung des Virus wurde dieser Verdinnungsvorgang
erneut wiederholt, wobei jeweils Uberstande aus Zellkulturen der

letzten positiven Verdinnung verwendet wurden. Neben einer Ernte
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der Kulturiiberstinde wurden die verbleibenden Zellen mit 3%
Formaldehydlésung flr 16 Stunden fixiert, dananch mit 1% Triton
X-100 flir 30 Minuten inkubiert und danach nach Standardmethoden
mit spezifischen, FITC-markierten, monoklonalen Antikdrpern
gegen HSV-1 (Biosoft Produktnummer 17-088) einer
Immunfluoreszenz-Untersuchung unterworfen. Es zeigte sich, dass
nur Zellen in der Umgebung der Plaques eine Immunfluoreszenz
zeigten. Damit wurde das Isolat eindeutig als Herpes-Simplex-

Virus 1 identifiziert.

Das klonierte Virus wurde in Standardmedium in Suspensions-
kulturen weiter vermehrt und bei einem ausreichende Virustiter
(510 ¢ infektidse Einheiten/ml) wie in Beispiel 3 beschrieben,
zum Produktions-Saatvirus herangezogen. Die Saatviruspréparatio-
nen enthielten regelmdRig Virustiter =zwischen 10" und 10°
KID;,/ml. Die Bestimmung der Virustiter erfolgte nach dem
Fachmann bekannten Standardmethoden in HEP-2 oder Verozellen,
kann aber auch in adhirenten MDCK-Zellen erfolgen, wobei die
Auswertung der Titrationen anhand der typischen Plaques
durchgefiihrt wird. Die Saatvirusprdparationen wurden aliquotiert
bei -70 °C oder darunter eingefroren und zur Infektion von
Produktionszellen eingesetzt. Die Mdglichkeit der Verwendung der
selben MDCK-Zelle und gleicher Kulturbedingungen bezlglich
Medien und Zusitze wie flir die spidtere Produktion ist dabei von
erheblichem Vorteil, da der Dokumentationsaufwand bei der
Zulassung des entsprechenden Produktes erheblich verringert wird

und die Akzeptanz des Saatvirus verbessert ist.

Beispiel 17: Produktion wvon humanen Herpesviren

zur Infektion der Produktionszellen gemdR den Beispielen 8 bis
13 mit Herpes Simplex Virus 1 (Isolat wie im vorstehenden
Beispiel beschrieben), wird eine MOI von 0,1 oder 0,01 und eine
Tnkubationszeit von 48 bis 96 Stunden bis zur Ernte gewahlt. Es

kédnnen jedoch durchaus auch niedrigere oder hohere MOIs bei
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entsprechend léngerer bzw. kurzerer Inkubationszeit benutzt
werden, wobei die Ausbeuten etwas variieren kdénnen, da nicht
immer der optimale Erntezeitpunkt getroffen wird. In der Regel
wird man jedoch die oben genannten Bedingungen bevorzugen, damit
Kulturausbeuten aus wirtschaftlichen Grinden und zur Erleichte-
rung der weiteren Aufarbeitung nicht wesentlich unter 10° 50%
Kultur-infektidsen Einheiten/ml (KIDs,/ml) liegen. Uberdies 1laBt
sich dieses Zeitschema gtinstig in normale Arbeitsrhythmen
einpassen. Allzu niedrige MOIs unter 0,0001 und verlangerte
Tnkubationszeiten fithren fast immer zu geringeren Ausbeuten und

sind daher suboptimal.

Beigpiel 18: Vermehrung von Flaviviren

Suspensionskulturen der MDCK 33016-Zelle mit einer Zelldichte
von 1l - 1,5 % 10° Zellen/ml wurden unter den Standardbedingungen
(standardmedium, 37 °C Kultur- und Infektionstemperatur) mit dem
Virus der Frithsommer-Meningoencephalitis (Stamm K23, Niedrig et
al., 1994, Acta Virologica 38: 141-149) infiziert. Abweichend zu
den vorstehenden Beispielen wurden zur Infektion stark variie-
rende MOI s eingesetzt. Darliberhinaus wurden die Infektions-
kulturen teilweise in chemisch definiertem Medium oder in Medium
ohne proteinhaltige Zus&tze gehalten. Es wurden verschiedene
Kultur- und Ernteverfahren angewandt, die beispielhaft zeigen,
dass sich mit System auch bei Anderung verschiedener Parameter
hohe Ausbeuten erzielen lassen und sogar mehrfache Ernten
méglich  sind. Diese Anderungen sind in  Tabelle 3
zusammengefasst. Die Virustitrationen erfolgten in A 549-Zellen
(ECACC Nr. 86012804) und wurden nach 5 Tagen anhand der CPE
ausgewertet. Bemerkenswert war die Tatsache, dass die
wiederholte Ernte ein und derselben Kultur jeweils mit einem
Austausch des Kulturmediums einherging, so dass die Zellen beil
jeder Ernte mit neuem Medium versorgt wurden und daher weiter
wachsen konnten. Ohne diese Ernten wire die Kultur nicht Gber
langeren Zeitraum lebensfihig und produktiv geblieben. Da die
h&ufigen Mediumaustausche in kurzen Abstédnden die hohe
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Stoffwechselleistung der Kulturen mnicht zu kompensieren
vermochte, erfolgten weitere Mediumerg&nzungen und Vergrdfierun-

gen der Kulturen nach 4 bzw. 5 Tagen Infektionszeit.
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MOI Ausbeute (log 10 KiD,y/ml) bei Ernte nach ... Tagen Medium
1 2 3 4 5 6 7 8 Verwendetes Me-
dium '
Ansétze mit Mehrfachemten bei vollstindigem Medienausaustausch:
2,0 9,0 8,8 8,8 Standardmedium
2,0 9,0 (M- 8,4 Standardmedium
+30)*
2,0 6,1 (M430) 6,1 Proteinfreies Me-
dium
0,2 7,8 (M+30) 7,8 Chem. definiertes
Medium
0,2 8,7 8,0 7,7 Standardmedium
0,2 8,3 (M+30) 8,6 Standardmedium
0,2 9,0 (M+30) 9,0 Standardmedium
0,2 8,6 9,2 9,0 Standardmedium
0,2 9,0 9,0 8,6 Standardmedium
0,2 7.3 (M+30) 8,2 proteinfreies Me-
dium
0,2 7,2 (M+30) 8,6 Chem. definiertes
Medium
Ansatze mit Probennahme ohne Medienaustausch oder -Ergénzung
1008 7.7 8,3 9,2 9,4 9,3 Standardmedium
(=
0,5)
10703 6,3 75 8,4 8,6 8,9 Medium MEM,
adharente Kuliur,
1% FCS
108 5,2 6,3 6,6 6,8 6,8 Standardmedium,
(= Temperaturiiber-
0,05) schreitung durch
Rihrer
1012 5,1 6,2 7,1 8,0 8,4 Standardmedium
1028 48 6,2 7.6 7.5 8,1 Standardmedium
1032 3,4 4,7 4,9 5,6 6,0 Standardmedium
1048 27 3,7 43 43 4,4 Standardmedium
1053 25 2,6 3,4 37 43 Standardmedium

Tabelle 3:Vermehrung von FSME Virus/K23 in MDCK 33016-Kulturen
in Standardmedium sowie in alternativen Medien unter Verwendung

verschiedener MOI und Erntevarianten

H(M+30) bedeutet Mediumergénzung +30% des Kulturvolumens am angegebenen Tag
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Beisgpiel 19: Vermehrung von Picornaviren

Adhirente MDCK-33016 Kulturen wurden zur Infektion mit Hepatitis
A Virus (HAV, Stamm HM 175, ATCC VR-1358) in MEM-Medium mit
Zusatz von 5% fdtalem Kilberserum und Bicarbonat (vergleiche
Beispiel 2) kultiviert. Im Rahmen des Versuches wurde auferdem
ein weiteres Virusisolat ”Minchen’ verwendet (vergleiche Frdsner
et al. 1979; Infection 7: 303-305). Das Virus wurde verdinnt in
die frisch angesetzte Kultur inokuliert, und die Kulturen wurden
bei 37°C inkubiert. In abwechselndem Turnus von 3-4 Tagen wurden

die Kulturen 1:4 weiter passagiert.

Suspensionskulturen von MDCK-33016 Zellen wurden in
Standardmedium gemdf Beispiel 1 kultiviert, mit HM 175
inokuliert und bei 33°C inkubiert und anschliefend wdchentlich
1:10 passagiert. Die adh&renten Zellen und Suspensionskulturen
wurden nach Infektion fir bis zu 35 Tage weiter unterhalten.
Danach erfolgte der Nachweis der aktiven Virusreplikation anhand
des CPE (Stamm HM 175) oder nach einer bereits beschriebenen
Methode (siehe Virustitration, Seite 93 in Gregersen et al.
1988; Med. Microbiol. Immunol. 177: 91-100). Abweichend wurde
als virusspezifischer Antikdrper ein humaner Anti-HAV-Antikdrper
als gereinigtes IgG eingesetzt (Bezeichnung F 86012,
freundlicherweise {liberlassen von der Firma Dade Behring). Als
Anti-human IgG Antikdrper  mit Biotin-Markierung  wurde
Produktnummer 39015 (Firma Sigma) eingesetzt. Der spezifische
Nachweis einer aktiven Virusvermehrung mit diesem System liefert
braun-rosa gefdrbte Zellen, die bel geringer Vergrdferung im
Mikroskop leicht zu erkennen sind. Virus-negative Zellen
erscheinen dagegen ungefidrbt oder welsen nur eine ganz
geringfligige Farbung auf. Mit denselben Nachweismethoden wurden
auch Virustitrationen drei Wochen nach dem Ansatz ausgewertet,
flir die humane diploide -Zellen (MRC-5) als Kultursystem benutzt
wurden.

In allen oben beschriebenen Infektionsansdtzen und mit beiden

verwendeten Virusisolaten konnte eine aktive HAV-Replikation in
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den MDCK-Zellen nachgewiesen werden. In Suspensionskulturen
wurde mit dem Stamm HM 175 eine {berraschend schnelle
Virusvermehrung nachgewiesen. Am Tag 7 nach Infektion lag der
gemessene Virustiter im Uberstand bei 10°'* KID,,/ml; diese Kultur
wurde wdchentlich durch einfache Verdiinnung 1:10 passagiert und
lieferte in den resultierenden Kulturen wiederum nach weiteren
7 Tagen ahnliche Virustiter. Am Ende der Kultivierung und nach
Zwei weiteren Zellpassagen wurden die Virustiter in einer Probe
des zellfreien Medium bestimmt. Zus&tzlich wurde eine Probe der
gesamten Kultur genommen und die darin enthaltenen Zellen durch
zweimaliges Einfrieren bei -20°C und Auftauen aufgeschlossen.
Die Zellbestandteile wurden durch Zentrifugation entfernt, bevor
diese Proben titriert wurden. Die erhaltenen Virusausbeuten aus
diesem Ansatz sind in der Tabelle 4 zusammengefaRt und zeigen,
dass ohne EinbuBe der spezifischen Ausbeuten eine wochentliche
Verzehnfachung der Kulturen mdglich ist, wobei trotz der
massiven Mengenzunahme gute Virustiter pro Volumeneinheit
geerntet werden kdénnen. Bemerkenswerterweise wird dabei ein
betrichtlicher Anteil an Virus im Uberstand gefunden, was £ir
dieses stark zellgebundene Virus ebenfalls Uberraschend ist
(siehe Tabelle 4)

Tag nach Infektion Zellpassage Relatives Ernte- Virus Gesamtausbeute (KID;)
(Vergdferung des volumen
Kulturvolumens) (Tag 0 = 1)
im Medium nach Zellaufschluff
7 1:10 I 107 107°
14 1:10 10 10°° 10°2
2] 1:10 100 n.b. n.b.
28 1:10 1000 107%¢ 10"
35 Ende 10000 10"%° 10™#

Tabelle 4: Vermehrung von Hepatitis A-Virus (Stamm HM 175)
in MDCK 33016 Suspensionskulturen unter stetiger Vermehrung
und Vergréferung des Kulturvolumens.
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Beisgpiel 20: Vermehrung von Rhabdoviren

Suspensionskulturen in Standardmedium gemaf Beispiel 1 wurden in
Zellkulturflaschen mit einer Zelldichte von 1 x 10° Zellen pro ml
Medium ausgesit. Nach dem Anwachsen der Kulturen wurden jeweils
zwei Kulturen mit einer MOI von 0,01 und eine Kultur mit einer
MOT von 0,001 mit einem Tollwutvirus (Stamm Pitman-Moore, Impf-
stoff-Virusstamm) infiziert. Die Kulturen wurden bei 37°C inku-
biert und alle 4 bzw. 3 Tage mit Trypsin abgeldést und im
Verhdltnis 1:10 (nach. 4 Tagen) bzw. 1:8 (nach 3 Tagen)
passagiert und so 18 Tage lang unterhalten (siehe Tabelle 5).
Der Infektionserfolg wurde bei jeder Passage verfolgt. Eine
Kultur wurde mit einer 3,5%igen Formalinldsung versehen und drei
Tage lang bei Raumtemperatur in dieser LOsung inkubiert, um eine
Tnaktivierung der Viren =zu erreichen. Nach Entfernen der
Formalinldésung wurde die Kultur mit PBS gewaschen und 25 Minuten
mit 1% Triton-X100 in PBS bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
Entfernen dieser Ldsung wurde dreimal mit PBS gewaschen und ein
FITC-markierter Antikdrper gegen Tollwutvirus (50 pl 1:400
verdiinntes Kaninchen Anti-Tollwut-IgG-FITC, Dade Behring, OSHY
005) aufgetragen. Nach 90 Minuten Inkubation bei 37°C wurde
wiederum mit PBS gewaschen und die Kultur unter einem inversem

Fluoreszenzmikroskop beurteilt.

Alternativ wurde mnach 'Standardmethoden Virustitrationen der
Kulturiiberstiande in MRC-5 Zellen durchgefithrt, die ebenfalls
nach Formalin/Triton-Vorbehandlung mittels Immunfluoreszenz wie
oben beschrieben ausgewertet wurden. Anhand der mit diesem
gystem erzielten Virustiter wurde eine grobe Korrelation zu den
Ausbeuten im entsprechenden Herstellverfahren unter Verwendung
von MRC-5 Xulturen fiir einen zugelassenen Humanimpfstoff
(Rabivac) vorgenommen, die eine Orientierung ermdglicht, wieviel
Tmpfstoff-Antigen pro ml Kulturernte enthalten ist (siehe
Tabelle 5).

Beide Ansadtze (MOI 0,01 und 0,001) zeigten bereits nach 4 Tagen
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positive Ergebnisse und danach einen dhnlichen
Infektionsverlauf, allerdings war bei der geringeren MOI der
Tnfektionsverlauf - erkennbar an den Virustitern, die bis zum
Tag 11 etwa 1,2 bis 0,5 log KID;, geringer lagen - geringfligig
verlangsamt. Ab der 3. Passage der Kulturen am Tag 11 zeigte
sich in allen Kulturen eine sehr intensive, spezifische
Immunfluoreszenz mit beginnender Zellzerstérung, die danach
weiter zunahm, bis im Verlaufe der 5. Passage am Tag 18 ein
GroRteil der Zellen vdllig zerstdrt war, so dass die Infektion
beendet wurde. Der Gehalt an spezifischem Virus nahm bis zum Tag
14 stetig zu, um danach infolge der zunehmenden Zellzerstdrung
wieder abzunehmen. Die Ergebnisse dieses Infektionsverlaufes
sind in folgender Tabelle zusammengefasst und zeigen, dass -
gemessen an der bekannt langsamen Virusvermehrung von
Rabiesviren - eine sehr schnelle Virusvermehrung ohne Adaptation
in diesen Zellen zu erwarten ist, wobei trotz fortlaufender
Weitervermehrung der Zellen in regelmaRigen Abstdnden und
wiederholt gute Antigenausbeuten geerntet werden koénnen.

Tag nach Infektion Passage der Zellen Relatives Kulturvolumen Tollwut-Antigen
(Tmpfdosen/ml)
4 1:4 1 nicht bestimmt
7 1:3 4 nicht bestimmt
11 1:4 12 0,2-0,4
14 1:3 36 0,4-0,5
18 entfillt 108 0,4-0,5

Tabelle 5: Vermehrung von Tollwutvirus in MDCK 33016
Kulturen bei fortlaufender Vergrdferung des Kulturvolumens

Tn ahnlicher Weise wurde das gleiche Virus direkt in
Suspensionskulturen gemif Beispiel 1 inokuliert, wobeil
susidtzlich eine MOI wvon 0,0001 eingesetzt wurde. Es wurde
wiederum ausschlieRlich Standardmedium f£lir den gesamten
Tnfektionsverlauf eingesetzt und die Kulturen wurden ebenfalls
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wdchentlich zweimal 1:8 bzw. 1:10 umgesetzt. Das Umsetzen
erfolgte hierbei jeweils nur durch einfaches Verdiinnung der
Zellen in frischen Medium und Neuaussaat. Der Infektionserfolg
wurde hierbei nur noch anhand von Virustitratiomen in MRC-5
vellen wie oben beschrieben verfolgt. Die Infektiomen lieferten
bei allen drei MOTIs bereits nach 4 Tagen positive Virustiter im
Kulturtberstand. Die Virustiter stiegen mnach anfénglichen
Verdlinnungsverlusten nach dem 7. Tag von Passage zu Passage und
trotz der immer wieder durchgefiihrten, exponentiellen Verdinnung
stetig an, flhrten jedoch in diesen Suspensionskulturen zu
keiner massiven Zellzerstdrung. Die Infektion wurde bis zur 8.
Passage (Tag 28 nach Infektion) verfolgt und dann abgebrochen.

Virusproben aus diesen Tnfektionen wurden als Saatvirus
eingefroren und flir eine neue Infektion von Suspensionskulturen,
beginnend mit 100 ml und ebenfalls in Standardmedium und unter
gleichen Passagebedingungen wie oben beschrieben verwendet. Die
MOI wurde in diesem Falle auf 0,000025 reduziert. Die Infektion
wurde lber 6 Zellpassagen (21 Tage) unterhalten. Bei trotz der
massiven Passageverdinnungen langsam steigenden Virustitern
wurden am Ende dieses Infektionslaufes Virustiter gemessen, die
umgerechnet etwa 0,3 Impfstoffdosen pro ml Kulturiberstand
ergaben. WAre tatsdchlich das gesamte Kulturvolumen und nicht
jeweils nur ein Teil davon weiterpassagiert worden, hitten nach
den 6 Passagen etwa 500 Liter Kultur geerntet werden kénnen, die
Virusausbeute hitte dabei etwa 150 000 Impfstoffdosen ent-

sprochen.

Beispiel 21: Vermehrung von Paramyxoviren

Als Vertreter der Paramyxoviren wurde der Stammm ATCC VR-288
eingesetzt. Als Erntezeitpunkt wurde der 3. Tag gewdhlt, da
dieses Virus sehr schnell repliziert. Fir das Paramyxovirus
erwies sich die MDCK 33016-Zelle auch als ein sehr geeignetes
Titrationssystem mit effizienter Virusreplikation in MEM-Medium
ohne Serum- oder Proteinzusatz, jedoch mit Bicarbonat-Zusatz.
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Die Auswertung der Titration erfolgte nach 5 Tagen. Kulturen,
die nach der Infektion bei 37°C weiter inkubiert wurden,
lieferten Ausbeuten von 10"'* KID,,/ml; die gleichen Titer wurden
gemessen, wenn ab dem Infektionszeitpunkt die

Inkubationstemperatur auf 33°C reduziert wurde.

Mit diesem Virus wurde ein direkter Vergleich zwischen
adharenten und Suspensionskulturen durchgefihrt. Die maximale
Ausbeute im adhirenten System lag bei 10%° KID,,/ml nach 96
Stunden infektionszeit, das Suspensionskultursystem ergab im
Vergleich dazu deutlich bessere und schnellere Ausbeuten von
10""® KID;,/ml nach 72 Stunden.

Alternativ wurden adhidrente MDCK 33016 Zellen gemdfs Beispiel 2
in MEM mit 5% FCS mit einem anderen Virus der gleichen Familie
(PI-3, ATCC VR-93) infiziert. Die Uberstiande nach einer Woche
Inkubation bei 37°C enthielten nach Titration in CV-1 Zellen
(ECACC 87032605) mindestens 10° KID,,/ml, zeigten eine positive
Hamagglutination mit Meerschweinchen-Erythrozyten und eine
positive Immunfluoreszenz mit spezifischen Antikérpern (anti PI-
3 MAK-FITC der Firma Biosoft).

Derselbe Virusstamm (PI-3, ATCC VR-93) wurde auch unter chemisch
definierten und proteinfreien Medien analog zu Beispiel 12 in
MDCK-33016 Kulturen zur Infektion verwendet. An den Infektions-
tagen 3, 5, 9, und 12 wurden jeweils 22% des Kulturvolumens
entnommen und durch frisches Medium ersetzt. Am Tag 7 wurde 50%
des Kulturvolumens einschlieRlich der Zellen entnommen und durch
neues Medium ersetzt. Somit wurde insgesamt das Kulturvolumen im
Laufe der Infektion mehr als einmal komplett ausgewechselt und
durch Mediumerginzung den Zellen Gelegenheit gegeben, sich
entsprechend der Ausverdinnung weiter zu vermehren. Das ver-
wendete Verfahren entspricht insgesamt etwa einer 1:2,4 Passage
der Kultur, wobei lediglich die Mengenliberschiisse entfernt
waurden. Die besonders in der Anfangsphase mdgliche, erheblich
héhere Passage bzw. Ausverdinnung der Kulturen wurde hier bei

Weitem nicht voll ausgenutzt.
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Die folgenden Virusausbeuten wurden gemessen.

Infektionstag: 3 5 7 9 12 14

log KID,,/ml 7,9 8,05 8,25 7,45 6,7 7,0

(Mittelwerte aus Doppeltestungen)

Beispiel 22: Vermehrung von Reoviren

Suspensionskulturen der MDCK 33016-Zelle in Standardmedium
wurden mit Reovirus Typ 3 (erhalten von Firma Bio Doc, Hannover)
bei einer MOI von 0,01 infiziert und 3 oder 5 Tage bei 33°C oder
37°C weiter inkubiert. Proben der Kulturtiberstdnde wurden nach
5 und 7 Tagen entnommen und in dem Uberlieferten System unter
Verwendung von BHK-Zellen in MEM-Medium mit 3% FCS titriert. Die
Auswertung der Titrationen erfolgte nach 7 Tagen.

Die Virusausbeuten der Suspensionskulturen nach 5 Tagen betrugen
bei 37°C 10%! KID,,/ml, bei 33°C 10>’
die Titer bei beiden Temperaturansdtzen bei 10

KID;,/ml. Nach 7 Tagen lagen
80 RID,,/ml.

Derselbe Virusstamm wurde wunter chemisch definierten wund
proteinfreien Medien analog zu Beispiel 12 in MDCK-33016
Kulturen zur Infektion bei einer MOI von 0,01 verwendet. An den
Infektionstagen 3, 7, und 10 wurden Jeweils 22% des
Kulturvolumens entnomﬁen und durch frisches Medium ersetzt. Am
Tag 7 wurde 50% des Kulturvolumens einschlieRlich der Zellen
entnommen und durch neues Medium ersetzt. Somit wurde insgesamt
das Kulturvolumen im TLaufe der Infektion fast komplett
ausgewechselt und durch Mediumergdnzung den Zellen Gelegenheit

gegeben, sich entsprechend der Ausverdinnung weiter zu
vermehren. Das verwendete Verfahren entspricht insgesamt etwa
einer 1:2 Passage der  Kultur, wobei lediglich die

Mengeniiberschiisse entfernt wurden. Die besonders in der
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Anfangsphase mégliche, erheblich héhere Passage bzw.
Ausverdinnung der Kulturen wurde hier bei Weitem nicht voll
ausgenutzt.

Folgende Virusausbeuten wurden gemessen:

Infektionstag: 3 7 10 14

log KIDg,/ml: 5,4 7,1 6,6 6,6

(Mittelwerte aus Doppeltestungen

Beigpiel 23: Vermehrung von Pneumoviren

Adhirente MDCK-33016 Kulturen in MEM-Medium mit Zusatz von 5%
FCS und Bicarbonat (vergleiche Beispiel 2) wurden zur Infektion
mit humanem RSV-A (Stamm A-2; ATCC VR-1302) benutzt. Das Virus
wurde 1:100 verdimnt und in die £frisch angesetzte Kultur
inokuliert, die Kultur dann bei 37°C inkubiert. Nach einer Woche
wurde 1 ml des Kulturtiberstandes auf eine neue Kultur Ubertragen
und wiederum 7 Tage inkubiert. Der geerntete Kulturiliberstand in
MA-104 Zellen (ECACC 85102918) titriert zeigt bei Auswertung der
Titration anhand des CPE einen Virustiter von 10°'° KIDs,/ml.

Der Virusstamm A-2; ATCC VR-1302 wurde unter chemisch definier-
ten und proteinfreien Medien analog zu Beispiel 12 in MDCK-33016
Kulturen zur Infektion verwendet. An den Infektionstagen 3, 5,
7, 9 und 12 wurden jeweils 22% des Kulturvolumens entnommen und
durch frisches Medium ersetzt. 2Am Tag 7 wurde 50% des
Kulturvolumens einschlieRfRlich der Zellen entnommen und durch
neues Medium ersetzt. Somit wurde insgesamt das Kulturvolumen im
Laufe der Infektion mehr als einmal komplett ausgewechselt und
durch Mediumergdnzung den Zellen Gelegenheit gegeben, sich
entsprechend der Ausverdinnung weiter zu vermehren. Das
verwendete Verfahren entspricht insgesamt etwa einer 1: 2,4
Passage der Kultur, wobei lediglich die Mengeniiberschiisse

entfernt wurden. Die besonders in der Anfangsphase mégliche,
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erheblich h&here Passage bzw. Ausverdinnung der Kulturen wurde

hier bei Weitem nicht voll ausgenutzt.

Folgende Virusausbeuten wurden gemessen:

Infektionstag: 3 5 7 9 12 14

log KID,,/ml 7,85 8,5 7,55 6,55 4,45 n.t.

(Mittelwerte aus Doppeltestungen) n.t.:Proben nicht getestet, da unsteril)

Der Virusstam RSV-B, ATCC VR-1401 wurde in einem gleichartigen
Ansatz gepriift. Zur Virustitration wurden hierbei Hep-2-Zellen
(Sublinie Hep-2 €, freundlicherweise Uberlassen vom Paul-
Ehrlich-Institut, ehemals Frankfurt) verwendet, da gich darin
die

virustypischen Synzytien besser entwickelten und somit die

Auswertung erleichterten. Folgende Virusausbeuten wurden
gemessen:
Infektionstag: 3 5 7 9 12 14
log KID,/ml 3,7 4,75 7,45 6,3 3,2 3,75
(Mittelwerte aus Doppeltestungen)
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Patentanspriiche

Verfahren zur Vermehrung von Viren in Zellkultur, Schritte

umfassend, beli denen man
(a) 2Zellen mit einem Virus infiziert;

(b) nach der Infektion die Zellen in Zellkultur unter
Bedingungen zieht, die eine Vermehrung der Viren
und gleichzeitig eine gezielte weitere,
mindestens 2-fache Vermehrung der Zellen ermbgli-

chen.

Verfahren gemidf Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass
die Zellen nach der Infektion unter Bedingungen gezogen
werden, die mindestens 5-fache vorzugsweise mindestens eine

10-fache Vermehrung der Zellen bewirken.

Verfahren gemdf Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass
die Zellen nach der Infektion mindestens 7, 21 oder 28
Tage, vorzugsweise mindestens 35 Tage in Zellkultur gezogen

werden.

Verfahren gemdR einem der Anspriche 1 bis 3, dadurch
gekennzeichnet, dass man wihrend der gezielten Vermehrung
der Viren und der Zellen mindestens einmal frisches Medium,
Medium-Konzentrat oder Medienbestandteile zugibt oder
mindestens einen Teil der Viren und Zellen in ein
Kulturgefidf Uberfihrt, welches frisches Medium, Medium-

Konzentrat oder Medienbestandteile enthalt.

Verfahren gemi3Rf einem der Anspriliche 1 bis 4, dadurch
gekennzeichnet, dass die Zugabe des Mediums, des Medium-
Konzentrates oder der Medienbestandteile oder die
Uberfihrung der Zellen und Viren in ein anderes Kulturgefafs

mindestens einmal wiederholt wird.
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Verfahren gemdR einem der Anspriche 1 bis 5, dadurch
gekenrizeichnet, dass die Zugabe des Mediums, des Medium-
Konzentrates oder der Medienbestandteile oder die
Uberfithrung der Zellen und Viren in ein anderes Kulturgefafs

mehrfach wiederholt wird.

Verfahren gemif einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch
gekennzeichnet, dass Medium wahrend der Vermehrung der

Viren und der Zellen entnommen wird.

Verfahren gemif .einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch
gekennzeichnet, dass wédhrend der Vermehrung der Viren und
der Zellen kontinuierlich Medium entnommen und frisches
Medium, Medium-Konzentrat oder Medienbestandteile zugegeben

wird.

Verfahren gemiR einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch
gekennzeichnet, dass es sich bei den Zellen um MDCK-Zellen
handelt.

Verfahren gemdR einem der Anspriche 1 bis 8, dadurch
gekennzeichnet, dass die Zellen vor der Infektion adharent

oder als Suspensionskultur gezogen werden.

Verfahren gemdf einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch
gekennzeichnet, dass die Zellen nach der Infektion adharent

oder als Suspensionskultur gezogen werden.

Verfahren gemdf einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch
gekennzeichnet, dass die MDCK-Zellen von der Zelllinie
MDCK-33016 abstammen.

Verfahren einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekenn-
zeichnet, dass es sich bei dem Virus um einen ssDNS, dsDNS,

RNS (+), RNS(-) oder dsRNS Virus handelt.

Verfahren gemif einem der Anspriche 1 bis 13, dadurch
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gekennzeichnet, dass der Virus aus Adenoviren, Ortho- oder
Paramyxoviren, Reoviren, Picornaviren, Enteroviren,
Flaviviren, Arenaviren, Herpesviren oder Poxviren

ausgewahlt ist.

Verfahren gemdf Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass
es gsich um einen Adenovirus, Poliovirus, Hepatitis A-Virus,
Japanisches Enzephalitis-Virus, Viren der européischen
Frithsommer-Meningoenzephalitits sowie der verwandten
dstlichen (russischen oder anderen) Formen, Dengue Virus,
Gelbfiebervirus, Hepatitis c Virus, ROtelnvirus,
Mumpsvirus, Masernvirus, respiratorisches Syncytialvirus,
Vacciniavirus, Influenzavirus, Rotavirus, Rhabdovirus,
Pneumovirus, Reovirus, Herpes Simplex Virus 1 oder 2,
Cytomegalovirus, Varizella Zoster Virus, caninen Adenovi-
rus, Epstein Barr Virus, sowie bovine oder porcine
Herpesviren wie BHV-1 oder Pseudorabiesvirus zur Infektion
der Zellen verwendet wird, wobei die Verwendung eines
Tollwutvirus, Rotavirus, Pneumovirus oder Hepatitis A Virus

besonders bevorzugt ist.

Verfahren gemi3Rf einem der Anspriiche 1 bis 15, dadurch
gekennzeichnet, dass das virale Genom eine Sequenz umfaft,
die flir ein heterologes, funktionales Protein mit einer

GroRe von mindestens 10 kDa kodiert.

Verfahren gemaf einem der Anspriliche 1 bis 16, dadurch

gekennzeichnet, dass das Medium Serum-frei ist.
Verfahren gemdf einem der Anspriche 1 bis 17, dadurch
gekennzeichnet, dass das Medium ein chemisch definiertes

Medium ist.

Verfahren gemiR einem der Anspriiche 1 bis 18, dadurch

gekennzeichnet, dass das Medium Protein-frei ist.

Verfahren gemif einem der Amspriiche 1 bis 19, dadurch
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gekennzeichnet, dass die Vermehrung der Viren und der

Zellen in einem Perfusionssystem durchgefithrt wird.

Verfahren gemidR einem der Anspriiche 1 bis 20, dadurch
gekennzeichnet, dass die Vermehrung der Viren und der

Zellen in einem Batch-System durchgefihrt wird.

Verfahren gemdf einem der Ansprliche 1 bis 21, dadurch
gekennzeichnet, dass die Zellen f£ir die Vermehrung der
Viren und der Zellen bei einer Temperatur zwischen 30°-40°C

gezogen werden.

Verfahren gemiR einem der Anspriliche 1 bis 22, dadurch
gekennzeichnet, dass die Zellen f£fUir die Vermehrung der
Viren bei einem Sauerstoff-Partialdruck zwischen 35%-60%

gezogen werden.

Verfahren gemidR einem der Anspriiche 1 bis 23, dadurch
gekennzeichnet, dass der pH-Wert des Mediume flar die

Vermehrung der Viren zwishen pH 6,8 und pH 7,8 liegt.

Verfahren gemdf einem der Anspriliche 1 bis 24, dadurch
gekennzeichnet, dass das Virus in die Zellen durch Infek-
tion mit einem m.o.i.-Wert zwischen 10~ und 10 eingebracht

wird.

Verfahren gemdf einem der Ansprliche 1 bis 25, dadurch
gekennzeichnet, dass die Viren oder ein von diesen ex-
primiertes Protein aus dem Kulturiberstand oder den

geernteten Zellen isoliert werden.

Verfahren gemdf Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dass
mindestens ein Teil des Kulturmediums flir die Isolierung der
Viren oder des Proteins von mindestens einem Teil der Zellen

abgetrennt wird.

Verfahren gemdf® Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, dass
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die Abtrennung mittels eines Tiefenfilters oder eines

Seperators erfolgt.

Verfahren gemiR einem der Anspriiche 26 bis 28, dadurch
gekennzeichnet, dass die Reinigung eine Ultrazentrifugation

zur Aufkonzentrierung umfasst.

Verfahren gemifs einem der Anspriche 26 bis 29, dadurch
gekennzeichnet, dass die Reinigung eine Chromatographie

umfasst.

Verfahren gemdR einem der Anspriche 26 bis 30, dadurch
gekennzeichnet, dass die Viren wahrend der Reinigung

inaktiviert werden.

Verfahren zur Herstellung eines Arznei- oder Diagnose-
mittels, dadurch gekennzeichnet, dass es ein Verfahren gemidf

einem der Ansprliche 1 bis 32 umfasst.

Verfahren zur Hersteilung eines Arznei- oder Diagnosemittels
gemd® Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, dass man die
isolierten Viren .oder das Protein mit einem geeigneten
Adjuvanz, Hilfsstoff, bPuffer, Verdiinnungsmittel oder

Arzneimitteltriger vermischt.
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