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ostatnim dziesiecioleciu nastgpit
Wgwa’rtowny wzrost zainteresowania

kuturami komérkowymi i tkankowyn
ssakéw. Decydujacymi czynnikami sty-
mulujgcymi rozwoj tej dziedziny biotech-

nologii bylo:

1) opanowanie technik hodowlanych
w duzej skali,

2) uzyskanie efekt3rwnych linii ko-
moérkowych,

3) zdefiniowanie i uproszczenie pozy-
wek, a przede wszystkim

4) ogromny wzrost zapotrzebowania
na szczepionki antywirusowe, przeciw-
ciata, hormony wzrostowe, interferony
i enzymy metaboliczne dla celow medy-
cznych, weterynaryjnych i diagnostycz-
nych.

Duzy wplyw na rozwdj hodowli ko-
maérkowych ssakéw ma rowniez postep
w technikach rDNA. W tab. 1 przedsta-
wiono gtéwne produkty hodowli komér-
kowych ssakéw majace znaczenie uzyt-
kowe.
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Tabela 1
Produkty hodowli komérkowych ssakéw o znaczeniu uzytkowym

Biomasa komérkowa Produkty

sztuczne organy przeciwciata monoklonalne
sztuczna skora interferony

limfocyty czynniki wzrostowe

szpik kostny szczepionki antywirusowe

sktadniki krwi
hormony

enzymy

W hodowlach komoérek ssakéw stosowane sg ich dwa podstawowe typy,
tj. komorki rosnace swobodnie w zawiesinie oraz komorki zdolne do wzrostu
tylko po przyczepieniu sie do powierzchni no$nika. Do pierwszego typu nalezg
m.in, komorki limfoidalne, przyktadem komorek drugiego typu jest wiekszos¢
li'iroblastow. Oba typy komorek wymagaja stosowania odmiennych technik
hodowlanych i odpowiednich bioreaktoréw. Koniecznos¢ hodowli komérek na
nosnikach stanowi powazny problem przy powiekszaniu skali hodowli. W li-
teraturze specjalistycznej mozna spotka¢ szereg roznorodnych propozycji
zmierzajacych do przetaimania istniejagcych trudnosci i opracowania ekonomi-
cznych i technicznie dostepnych rozwigzan.

Systemy hodowli komorek zwierzecych rosngcych no nosnikach

Wiele komérek Eukaryota rozwija sie tylko w stanie zwigzanym, tj. po
przyczepieniu sie do no$nika. W normalnych warunkach role no$nika spetnia
naturalna tkanka. Wspotdziatanie komdrki z tkanka, w ktdrej rosnie, jest
waznym czynnikiem determinujacym jej rozwoj i funkcje. W warunkach ho-
dowli w duzej skali unieruchomienie komdérek stanowi powazny problem tech-
nologiczny. Komoérki zyjace w stcmie unieruchomienia rojajg sie tak diugo,
dopdki moga zajmowac nowg powierzchnie nosnika i po zajeciu catej powie-
rzchni rozwoj populacji ustaje. Biorgc pod uwage wysokie koszty pozywek
wazne jest, aby stosunek powierzchni zajetej przez komoérki do objetosci po-
zywki byt mozliwie jak najwiekszy. Jest to jeden z podstawowych warunkow,
ktére nalezy spetni¢ przy powiekszaniu skcdi hodowli. Jednoczesnie jest to
powazne utrudnienie technologiczne (11).

Adhezja miedzy powierzchnig ciat statych (nosnika, $cian naczyn hodow-
lanych, itp.), a obdarzong odwrotnym fadunkiem $ciang komoérkowa jest
utrzymywana przez jony dwuwartosciowe, gtdwnie Ca™, oraz zasadowe biatka
produkowane przez komérki. Przykladem takiego biatka moze by¢ fibronekty-
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na wykazujaca silne powinowactwo do wielu no$nikéw, szczegélnie kolagenu.
W wiekszosci przypadkdw role Mepiszcza” spetnia szereg niespecyficznych bia-
tek poprzez oddziatywania elektrostatyczne i sity van der Waalsa.

Obok przyczepienia komorek do powierzchni musi by¢ takze spetniony
drugi wazny warunek, a mianowicie wystarczajaco szybka wymiana masy
w obrebie warstwy rosngcych komdrek. Wymiana ta obejmuje dostarczenie
pozywki i tlenu do komérki oraz usuniecie z ich otoczenia CO2 i toksycznych
metabolitow. Oba wymienione warunki sg wzajemnie zalezne; wieksza powie-
rzchnia noé$nika sprzyja wzrostowi ilosci komdrek, a to pocigga koniecznos¢
zwiekszenia szybkosci wymiany masy.

Na uwage zastugujg szczegolnie problemy zwigzane z dyfuzjg. W przypadku
komdrek rosngcych na powierzchni no$nika statego, np, szkla, wszystkie pro-
cesy dyfuzyjne zachodza miedzy komorka a faza cieklg i gazowa od strony
pozywki. Im grubsza jest warstwa komérek, tym trudniejsza jest wymiana
masy w obrebie dolnych warstw komdrek. W takim uktadzie utrzymaniu wy-
sokiej szybkosci wymiany bedzie sprzyjato zapewnienie mozliwie duzej powie-
rzchni wymiany przy cienkiej, najlepiej pojedynczej warstwie komdérek. Jensen
(11) przedstawia dane dotyczace stezen poszczegolnych skiadnikéw pozywki
na powierzchni warstwy komorek oraz w pozywce w odlegtosci I mm od
komorek, wskazujac, ze gtdwny problem stanowi powolna dsduzja tlenu oraz
wolny odptyw mleczanu i dwutlenku wegla.

Szereg innowacji, ktére pojawity sie w ostatnim dziesiecioleciu miaty na
celu polepszenie stosunku powierzchni do objetosci reaktora. Nalezy tutaj
wymieni¢ takie rozwigzania, jak:

1) zastosowanie mikronosnikow,

2) hodowla komoérek w kapilarach (bioreaktory membranowe typu hollow-
fibei),

3) wprowadzenie porowatych no$nikéw ceramicznych oraz

4) ztoza z materiatdbw wioknistych (wata szklana).

Hodowle no mikronosnikach

Pierwsze hodowle w wiekszej skali prowadzone byty w obracanych butlach.
Populacja komérek obrastata wewnetrzne powierzchnie butli, za$ jej obrotowy
ruch pozwalat na ciggly kontakt komoérek z pozywka i tlenem. Z uwagi na
ograniczong powierzchnie butli technika ta W3rmagata stosowania ogromnej
liczby naczyn, a to pociggato za sobg wysokie koszty produkcyjne. Ponadto
utrudniona byta kontrola warunkéw hodowli, co prowadzito do duzego zréz-
nicowania jakosciowego poszczegélnych partii.

Kolejnym etapem rozwoju technik hodowli komorek ssakéw byto wprowa-
dzenie mikronos$nikéw dla zwigkszenia powierzchni osadzania komdrek
(rys. 1). Do hodowli kultur rosngcych na mikronosnikach wykorzystywano
na ogot kiasyczne bioreaktory typu reaktora z mieszadtem mechanicznym lub
pneumatycznym (air-li/i).
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Rys. 1. Komoérki rosngce na mikronosniku.

Wedtug Van Wezela (36) nosniki sto-
sowane do hodowli komdrkowych po-
winny spetnia¢ nastepujace wymagania:

1. Mikronosnik powinien posiadac
umiarkowany dodatni tadunek, co uta-
twia przyczepianie sie komoérek. Niekto-
re komorki wymagajg stosowania ujem-
nie natadowanego polimeru, np. karbo-
ksymetylocelulozy.

2. Korzystna jest niezbyt wysoka ge-
stos¢ nosnika, najlepiej nieznacznie
przekraczajaca gesto$¢ pozywki, a zatem
w granicach 1,02 - 1,05 g/cm”. Zapewnia to tatwe utrzinnanie nosnika w za-
wiesinie.

3. Srednica mikrokulek powinna wynosi¢ 150 - 250 pm, co zapewnia za-
rowno dobrg homogenno$¢ medium hodowlanego, jak i korzystny stosunek
powierzchni nosnika do objetosci medium.

4. Powierzchnia kulek powinna by¢ gltadka, aby zapobiega¢ zniszczeniu
komorek przy wzajemnym ocieraniu sie¢ w bioreaktorze.

5. Nosnik powinien byé chemicznie neutralny i nie absorbowac sktadnikoéw
pozywki.

6. Korzystne jest, gdy nosnik jest przezroczysty, gdyz utatwia to obserwacje
wzrostu komorek.

Dla powigkszania skali hodowli najkorzystniejszy jest taki system, ktory
zapewnia rownomierne rozmieszczenie kulek nos$nika w pozywce przy mozli-
wie matych obrotach mieszadta. Stawia to odpowiednie wymagania zaréwno
przy wyborze rodzaju nodnika, jak i przy wyborze ksztatu geometrycznego
bioreaktora oraz typu mieszadta. W hodowlach z uzyciem mikrono$nikow
efektywnos$¢ przyczepiania sie komorek do powierzchni nosnika zalezy m.in.
od czestotliwosci kontaktow komdrek z drobinami mikronos$nika. W poczat-
kowej fazie hodowli komdrki wprowadzane sg do pozywki w formie zawiesiny.
Zawiesina ta jest uzyskiwana z hodowli inoculum w butlach, po odczepieniu
komorek z powierzchni szkta metodg tryptynizacji. Po wprowadzeniu komérek
do bioreaktora i wigczeniu mieszadta dochodzi do kontaktow miedzy komor-
kami i kulkami nosnika. Im sg one czestsze, tym wieksza jest szansa trwatego
zwigzania sie komdrki z mikrono$nikiem. Waznym ezynnikiem jest przede
wszystkim roznica w szybkosci poruszania sie obu ciat, gdyz determinuje to
czas ich wzajemnego kontaktu podczas zetkniecia. Za idealng sytuacje nalezy
uznac te, w ktorej wzgledna réznica szybkosci komdrek i no$nika jest zblizona
do zera. W tym rozumieniu wszelkie turbulencje w ptynie hodowlanym w cza-
sie zasiedlania nosnika przez komorki zaktocajg ten stan i obnizaja efektyw-
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nos¢ wigzania komorek. Obnizenie wielkosci sit scinajacych wystepujacych
w bioreaktorze moze by¢ osiagniete przez zwiekszanie lepkosci pozywki, np.
przez dodatek niewielkiej ilosci agaru. Jednocze$nie muszg by¢ zapewnione
jednakowe warunki mieszania w catej objetosci pozywki (23).

W literaturze opisano zastosowania roznych materiatéw jako no$nikéw do
hodowli komoérkowych. Wymieni¢ mozna pochodne dekstranu (6, 16, 35) i ce-
lulozy (26, 29, 32), pochodne dekstranu poloyte zdenaturowanym kolagenem
(1), poliakrylamid (8), polistyren (12), zele agarozowe (3), szkto (7, 38) oraz
materiaty ceramiczne (18)(tab. 2). W praktyce wiekszo$¢ wymienionych wa-
runkow spetniajg tylko DEAE-zele. Inne materiaty sg albo zbyt ciezkie, lub
za bardzo toksyczne, wzglednie za stabo wigza komorki.

Tabela 2
Mikronosniki dostepne na rynku $wiatowym

Rodzaj Nazwa handlowa Kompozycja
dextran Cytodex 1 DEAE-dekstran
Cytodex 2 dekstran pokryty aminami czwartorzedowjmi
Donnacell dimery DEAE-dekstran
zelatyna Geli-heads zelatyna
Cytodex 3 zelatyna poloyta dekstranem
Ventregel zelatyna
Cultispher-G zelatyna
kulki szklane Bioglas szkto pokryte sztucznym tworzywem
Ventreglas szkto pokryte sztucznym tworzywem
Siran szkto porowate
sztuczne tworzywa Bioplas sieciowany polistyren
Biocarrier poliakrylamid/DMAP
Cytospheres polistyren
Micarcel G poliakrylamid pokryty wcirstwa kolagenu

lub gluko-glikanu

Dekstran | jego pochodne

w 1967 r, Van Wezel (35) po raz pierwszy wprowadzit do pozywki ciekiej
no$nik w postaci mikrokulek dekstranu. Pierwsze eksperymenty zakonczyty
sie umiarkowanym sukcesem. Stwierdzono, ze nosnik stosowany w stezeniach
powyzej 1 g dekstranu/l pozywki wywotuje hamujacy efekt na wzrost komo-
rek. Wada ta zostata usunieta przez Levina i in. (16, 17) po modyfikacji



Doswiadczalne i przemystowe systemy hodowli komérek zwierzecych 13

dekstranu poprzez podstawienie dodatnio natadowanych grup N,N-etyloami-
noetylowych. Dzieki temu mozliwe byto uzyskiwanie koncentracji komoérek na
poziomie 5 x 10®/ml, przy stezeniu DEAE-dekstranu dochodzacym do 5g/I.
W zaleznosci od metodyki obrobki dekstranu z DEAE-HCI mozliwe jest uzy-
skanie zréznicowanej sity jonowymiennej (34).

Clark i in. (5 poddali analizie parametry hodowli silnie detenninujace
wzrost réznych komérek zwierzecych. Autor;” ci stosowali w badaniach ponad
60 t}rpéw komodrek hodujac je na mikronosniku typu Sephadex z niewielkim
stopniem podstawienia (do 1,5 meq/g) przez gmpy DEAE. Preparat ten jest
produkowany przez firme Pharmacia (Szwecja) pod nazwa Cytodex. W$rdd
krytycznych parametrow hodowli wymieniajg zaréwno czynniki biologiczne,
takie jak jako$¢ stosowanych surowic, sposéb przygotowania inoculum i sy-
stem buforowania pozjrwki, a takze niektére czynniki techniczne, szczeg6lnie
szybkos$¢ mieszania pozywek w czasie wszystkich faz rozwoju komorek. Szyb-
ko$¢ wzrostu i wydajno$é kultury jest znacznie zmniejszona, gdy szybkos$¢
mieszania jest tak duza, ze dochodzi do wymywania z kulek no$nika komorek
gotowych do podziatu mitotycznego. Redukcja szybkosci mieszania jest takze
konieczna w wiekszosci kultur komérek linii transformowanych, ktére na ogét
wykazujg nizszg przyczepno$¢ do nosnika. Nalezy jednak zaznaczyc¢, ze w nie-
ktorych typach komérek w p6zniejszych stadiach kultury dochodzi do zlepia-
nia sie kulek nosnika. Zjawisku temu mozna zapobiec przez delikatne zwie-
kszenie szybkosci mieszania. Zwykle optymalna szybko$¢ mieszania w kla-
sycznych bioreaktorach nie przekracza 50 obr./min i zalezy od typu komorek,
reologii poz3rwki oraz objetosci i ksztattow bioreaktora.

Nosniki zelatynowe

Doskonatym nosnikiem wykonansm z modyfikowanej zelatyny jest Culti-
Spher-G, odznaczajacy sie struktura makroporowatg. Duza powierzchnia, po-
szerzona o0 duze wewnetrzne kapilary, pozwala na dobry rozwdj kultury. Ni-
kalai i Hu (22) wykazali, ze stosujac ten nosnik pr*zy niskiej szybkosci przy-
czepiania sie mozna uzyska¢ wysokag koncentracje komérek CHO i Vero.
W pierwszej fazie obserwowano przyczepianie sie komorek wytgcznie na po-
wierzchni kulek nosnika, a nastepnie przemieszczanie sie komdrek w gigb
makrokapilar.

Celuloza | jej pochodne

Reuveny i in. (26) wykonali badania z zastosowaniem mikrono$nikéw wy-
konanych z dodatnio natadowanej DEAE celulozy o roznej zdolnosci jonowy-
miennej, od 0,3 do 2 meqg/g s.m. nosnika. Na tych no$nikach hodowali oni
ustabilizowane linie komérkowe nerek miodych chomikéw (BHK) i nerek
psich, lini¢ flbroblastdw mysich oraz flbroblasty embrionéw kurzych. Autorzy
stwierdzili, ze kinetyka przyczepiania sie komorek do nosnika byta Scisle uza-
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lezniona od zdolnosci jonowymiennych DEAE-celulozy. Minimalna zdolno$¢
jonowymienna niezbedna dla wigzania komoérek na powierzchni nosnika zo-
stata okre$lona jako 0,31 -0,5 meq/g. Stwierdzono przy tym, ze Kinetyka
wigzania zalezata takze od typu hodowanej komdrki. Najwiekszej zdotnosci
jonowymiennej no$nika wymagaty flbroblasty embrionéw kurzych. Autorzy ci
wykazali jednocze$nie, ze na kinetyke wigzania komdrek decydujacy wplyw
ma nie tyle wielko$¢ powierzchni, co jej tadunek. Jednocze$nie obserwowano
wieksza szybko$¢ wigzania komorek na DEAE-celulozie niz na DEAE-dekstra-
nie. Odklejanie komoérek od no$nika mozna przeprowadzi¢ za pomocg enzjmiu
trypsyny, przy czym zregenerowane kutki mikronosnika moga by¢ z powo-
dzeniem ponownie stosowane (10).

Nosniki syntetyczne — poliakrylamid, poliuretan

Do hodowli komorek ssakéw w charakterze nosnika wykorzystywano takze
polimery syntetyczne. Przykladem takich zastosowan moze by¢ uzycie polia-
kiylamidu do hodowli komérek BHK, MDCK, CEF i MRC-5 (27).

Niezwykle ciekawe rozwigzanie zaproponowali badacze japonscy. Zaktada-
jac, ze ilos¢ produktu koncowego bedzie proporcjonalna do gestosci komoérek
w bioreaktorze, wprowadzili oni w charakterze nosnika spieniong pianke po-
liuretanowa (19). Nosnik ten wykaz3™at duzg makroporowato$é. Przecietna
Srednica por wynosita 500 |im, a gestos¢ wiasciwa nosnika siegata zaledwie
0,012 g/lcm”™. W pierwszej wersji zastosowali oni bioreaktor kolumnowy
z wypetnieniem nieruchomym. W reaktorze tym hodowali komorki nerek
matpich (Vero) rosngce na powierzchni i wewnatrz 4 mm kulek pianki poliure-
tanowej. W wyniku hodowli uzyskano wysokag gesto$¢ komorek siegajaca
4,8 X 10~ cm~” poliuretanu, co w przeliczeniu na objetos¢ robocza bioreaktora
dawato 2,4 x 10 komorek/cm”. System ten nie zapewniat jednak dostatecz-
negd transferu masy w obrebie kulek poliuretanowych. W zwigzku z tym
zaproponowano dwa znacznie ulepszone systemy bioreaktoréw kolumnowych
z¢ ztozem nieruchomym. Pierwszy z nich wyposazony byt w cienkie plyty
wykonane z potiuretanu o grubosci 0,8 mm, utozone w poprzek bioreaktora
(20). Miedzy ptytami znajdowaty sie wolne kanaty, ktéorymi przeptywata na-
tleniona pozywka zaopatmjac rosngce komérki w sktadniki pokarmowe. Samo
nattenianie pozywki odbywato sie na drodze dyfuzji w innym naczyniu, co za-
bezpieczato komérki przed uszkodzeniami mechanicznymi. W drugim
wariancie zastosowano reaktor kolumnowy wyposazony tylko w jeden dysk,
co pozwalato na zredukowanie wolnych przestrzeni w bioreaktorze. Dysk
ten zbudowany byt w formie krazka, na ktdrego zewnetrzne powierzchnie byty
natozone z obu stron nylonowe membrany. Systemy te pozwalaty na znaczne
zwigkszenie wydajnosci hodowli. Tak tez, w bioreaktorze ptytowym komorki
Vero i CHO-KI osiagnety odpowiednio gestos¢ 1,1 x 10® i 4,2 x 10 komorek
w przeliczeniu na 1 cm® poliuretanu. W reaktorze dyskowym gesto$¢ komorek
Vero osiggneta warto$¢ 5,57 x 107/g poliuretanu, co odpowiadato 6,7 x 10"
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komérek/cm” objetosci roboczej bioreaktora. Jest to gesto$¢ komorek 3-krotnie
wyzsza od uzyskiwanej w reaktorze wypetnionym kulkami poliuretowanymi.

Nosniki szklane

Do hodowli komoérek rosnacych na nosnikach sg uzywane takze szklane
kulki o Srednicy 2-3 mm (29, 38). Nosnik ten jest zalecany gtownie do
hodowli komdrek osiggajgcych umiarkowang gesto$¢. W kulturach o duzej
gestosci wymagana szybko$¢ mieszania przekracza zwykle wartosci uznane
za bezpieczne dla komorek ssakéw. Stosowanie kulek szklanych daje poréw-
nywalne wyniki do innych nos$nikdéw. Wazng zaletg szkta jest mozliwo$¢ jego
powtdrnego uzycia, po odczepieniu komorek pod wptywem dziatania enzyméw
(np. trypsyny). Warto podkresli¢, ze odczepianie komérek od nosnika szkla-
nego jest znacznie fatwiejsze niz przy nosnikach dekstranowych czy celulo-
zowych. Metabolizm komoérek unieruchomionych na kulkach szklanych jest
bardzo zblizony do metabolizmu komoérek rosngcych na powierzchni szkia
w butlach hodowlanych.

Zebrane dotychczas doswiadczenia praktyczne w dziedzinie hodowli ko-
mérkowych przyczepno-zaleznych na mikronosnikach wskazuja na powazne
ograniczenia zwigzane z trudnos$ciami przy powiekszaniu skali oraz z ogra-
niczong liczba linii komoérkowych rosngcych w tych warunkach. W literaturze
napotkaC mozna tylko nieliczne opisy hodowli prowadzonych tg technikg
w skali Kilkuset litréw (37).

Materiaty ceramiczne

w ostatnich latach czynione sg wysitki nad znalezieniem nowych, bardziej
praktycznych nos$nikéw. Wydaje sie, ze duze perspektywy stojg przed mate-
riatami ceramiczn3rmi o silnie rozwinietej porowatosci.

Opis takiego nosnika zostat przedstawiony przez Lydersena i in. (18). Ma
on postaé¢ cylindra posiadajgcego wewnatrz kwadratowe kanaty o $rednicy
1 mm biegnace wzdtuz cylindra. Liczba tych kapilar jest bardzo duza i wynosi
68/cm”. Pozwala to na rozwiniecie 32 cm” powierzchni na 1 cm” objetosci
no$nika. Dzieki duzej powierzchni i dobrej przyczepnosci mozliwe jest osig-
ganie wysokiej gestosci komorek, przewyzszajacej w niektorych przypadkach
(WI-38, HeLa, RPMI-1788, Vero, RTG-2) gesto$¢ uzyskiwang w kulturach ros-
nacych w obracanych butlach.

Interesujgce badania nad stosowaniem nos$nikéw ceramicznych do hodowli
linii komdrkowej L929 prowadzili Suzuki i wsp. (30,31). Autorzy ci do osa-
dzania komorek wykorzystali komponenty wchodzace w skfad tkanki kostnej,
tj. hydroksyapatyt i fosforan tréjwapniowy. Sg to materiaty biokompatybilne
z wieloma tkankami ssakdéw. Badania wykazaly, ze no$nik sporzadzony z mie-
szaniny hydroksyapatytu (20%) i fosforanu tréjwapniowego (80%) wykazuje
przyczepno$¢ poréwnywalng z przyczepnoscig polistyrenu. Wykazano takze,
ze korzystny wplyw na przyczepianie sie komérek ma ich rosngca gestos¢
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oraz pokrycie no$nika surowicg lub plazma bydlecg. Stwierdzono takze, ze
przyczepno$¢ komdérek do nosnika zalezy od jego hydrofobowosci oraz kata
kontaktu miedzy komdérkg a powierzchnig nosnika.

Hodowle w bioreoktoroch membranowych

Alternatywe dla hodowli komorek przyczepionych do powierzchni kulek
mikrono$nikow stanowi hodowla komoérek w bioreaktorze typu hollow-fiber
(rys. 2) lub miedzy warstwami ptasko utozonych membran (9).

Pierwsze doniesienia o hodowli komorek ssakow w bioreaktorach hoUow-
Jiber pojawity sie w latach siedemdziesigtych (13). Autorzy ci przedstawili
wyniki prac nad zastosowaniem typowych modutdéw ultrafiltracyjnych do ho-
dowli linii komodrkowych.

Sciany kapilar oraz Sciany ptaskich arkuszy membran zbudowane sg z po-
rowatych materiatdw przepuszczajgcych czasteczki o okreslonej Srednicy. Sy-
stemy te sg analogiczne do urzadzenh stosowanych do ultraiiltracji. Hodowane
komorki przyczepiajg sie do powierzchni membran od strony zewnetrznej
wigzki kapilcir, podczas gdy we wnetrzu kapilar przeptywa strumien Swiezej
pozywki zaopatrywany dodatkowo w powietrze. Dzieki porowatosci scian za-
chodzi transfer sktadnikéw pokarmowych oraz tlenu, a jednocze$nie usuwane
sg szkodliwe metabolity i dwutlenek wegla. W ten sposob wrazliwe komarki
ssakow chronione sg przed uszkodzeniami wywotanymi szybkim przeptywem
pozywki i intensywnym ruchem pecherzykoéw gazéw. Jednocze$nie do powie-
rzchni komérek dostarczane sg wszystkie niezbedne substancje odzywecze.
Nalezy zaznaczy¢, ze znane sg takze uktady odwrotne, gdzie komoérki sg umie-
szczone wewnatrz Kkapilar.

Warunki hodowli oraz zastosowania bioreaktoréw hoUow-Jiber do hodowli
kultur komoérkowych zostatly syntetycznie przedstawione w pracy przegladowej

hioreaktor hollow-fiber

F~s. 2. Bioreaktor membranowy typu
hoUow-Jiber z zewnetrznym wymiennikiem
gazowym.



Doswiadczalne i przemystowe systemy hodowli komérek zwierzecych 17

Pireta i Cooneya (25). Autorzy ci wskazuja na réznorakie korzysci ptynace ze
stosowania tego typu reaktoréw. Wymieniajg wsrod nich ochrone komorek
przed uszkodzeniami mechaniczn3nni, zredukowane potrzeby pozywkowe oraz
mozliwosci prowadzenia procesu w sposob ciggly. Ponadto system ten nadaje
sie do hodowli zaréwno komdérek adherentnych, jak i rosnacych w zawiesinie.
Duzg wade tego systemu stanowig jednak trudnosci z powiekszaniem skali
hodowli i nalezy stwierdzi¢, ze system ten nadaje sie wytgcznie do hodowli
w matej skali, maksymalnie pilotowej.

Duza zaletg bioreaktorow membranowych jest mozliwos¢ uzyskania wyso-
kiej gestoSci komorek, mimo ich wolnego wzrostu w pierwszej fazie hodowli.
ZwykKle po osiggnieciu maksymalnej koncentracji wzrost komdrek stabnie na-
tomiast ich zdolno$¢ do produkcji metabolitow utrzymuje sie jeszcze przez
dtugi czas, czesto przez cate miesigce. Mozliwosé stosowania membran kapi-
larnych o matej porowato$ci pozwala na selektywne zageszczanie wielko-
czagsteczkowych metabolitow, na przyktad antyciat, hormonéw lub wiruséw.
Stosujac zdefiniowane pozywki mozliwe jest bezposrednie wydzielanie prze-
ciwciat z bioreaktora wyposazonego w kapilary przeznaczone do ultrafiltracji.
Uzyskuje sie przy tym koncentracje biatek na poziomie powyzej 10 g/l i indeks
czystosci produktu powyzej 95%.

W hodowlach komérkowych stosuje sie najczesciej membrany o punkcie
odciecia 30 - 100 kD. Doswiadczenia wskazujg, ze wieksza porowato$¢ mem-
bran pozwala na uzyskanie wyzszej wydajnosci produkcji przeciwciat.

Transport tlenu i niskoczasteczkowych sktadnikéw pokarmowych odbywa
sie na drodze dyfuzji molekularnej. Dla unikniecia uszkodzeh komérek i le-
pszego transferu tlenu do fazy cieklej stosowane sg uktady, w ktérych tlen
wttacza sie oddzielnie do wybranych kapilar. Zwykle stosunek ilosci kapilar
przewodzacych tlen do ilosci kapilar przewodzacych Swiezg pozywke wy-
nosi 3:1.

Usprawnienie dziatania reaktora kapilarne-
go, szczegOlnie w zakresie zwigkszenia szyb- noiyi) @ o
kosci wymiany masy, moze byé osiggniete po- zuzyga Swieza pozyika
przez wprowadzenie centralnej rury zasilaja-
cej, otoczonej wigzkami cienkich kapilar z ko-
mérkami unieruchomionymi na ich zewnetrz-
nej powierzchni (lys, 3) (33). System taki eli-

minuje tworzenie sie gradientu stezenia pozy- |mgmchomione na
wek i metabolitow po obu stronach kapilar, rurkach .
co ma miejsce w klasycznych bioreaktorach hollo-fiber

typu hollow-Jiber.
Ku i in. (14) opracowali ciekawy i wydajny
bioreaktor membranowy oparty o moduty

zawierajgce zestaw membran ptaskich. W ho-
acentralna rura
wprowadzakca
Rys. 3. Bioreaktor hollow-Jiber z centralng rura gazy Swiezg pozywke
do wprowadzania $wiezej poz)rwki.
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dowlach linii komdérkowych WI-38 uzyskali oni gestos¢ komoérek na poziomie
ok. 1,35 X 10®/cm2. Dla poréwnania warto poda¢, ze w hodowlach prowa-
dzonych w butlach dla tych samych komorek uzyskano gestos¢ na poziomie
1 -4 x 10ncm2. System membran ptaskich stwarza wyjatkowo duze mozli-
wosci w powiekszaniu skali hodowli. Autorzy przeprowadzili badania poréw-
nawcze nad hodowlg komdrek WI-38, HeLa, MK2 i SV3T3 w systemie reakto-
row membranowych kapilarnych i ptaskich, wskazujac na wyzszos¢ biore-
aktora z membranami ptaskimi. Istotnsmi czynnikiem wptywajacirm na dzia-
tanie reaktora ptaskomembranowego jest réwnomierne dostarczanie Swiezej
pozywki na catej szerokosci arkusza membrany.

Ciekawy zestaw aparaturowy do hodowli ciggtej komdrek 2:wierzecych opi-
sali Lehmann i wsp. (15). Jego najistotniejszg cze$¢ konstrukcyjna stanowi
oryginalny typ mieszadta membranowego (rys. 4). Sklada sie ono z dwucze-
sciowej wezownicy nawinietej pionowo na ramy mieszadta. Wezownica ta jest
wykonana z hydrofobowego polipropylenu o grubosci $cianki 0,4 mm i poro-
watosci siegajagcej az 75% powierzchni tworzywa. Materiat jest produkowany
przez firme Enka (Wuppertal) pod handlowg nazwag Accurel. Tworzywo mo-
czone w etanolu ulega modyfikacji i nabiera wiasciwosci hydrofilnych. Cecha
ta zostata wykorzystana w konstrukcji reaktora w ten sposob, ze cze$¢ we-
zownicy, przeznaczona do wttaczania powietrza do pozywki, jest hydrofobowa,
natomiast cze$¢ stuzaca do wymiany pozywki ma charakter hydrofilny i pra-
cuje jako ultrafiltr. Wymiana cieczy jest na t)mi odcinku dwukierunkowa
i przebiega w cyklu 20 min; raz wprowadzana jest $wieza poz}wka, a nastep-
nie odciggana jest ta zuzyta, zawierajgca produkt. Wat mieszadta wykonuje
ruchy wahadtowe, co wystarcza do dobrego wymieszania zawartosci biore-
aktora. System ten odznacza sie bardzo dobrymi parametrami wymiany masy.
Przy prowadzeniu procesu metoda perfuzji (ciggta hodowla: wymiana pozywki
z zatraymaniem komorek) reaktor ten jest podtaczony do zewnetrznego ultra-
filtra spetniajgcego role separatora komoérek. Przedstawiona aparatura moze
by¢ wykorzystana zaréwno do hodowli komérek rosngcych w zawiesinie, jak
i na mikronosSnikach. W tym ostatnim przypadku do ram mieszadta mem-

. swieza,
Zuzyta natleniona
pozyuika pozyika
hydrafobowy
odcinek
hydrofilowy Wezounicy
odcingk - zasilanie
Wezommicy
wodicr hioreaktor

. Rys. 4. Bioreaktor z dwusekcyjnym
mieszadto membranowe mieszadtem membranowym.
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branowego przymocowane sg paski materialu usuwajgce z wezownicy przy-
klejajace sie do niej kulki mikronosnika. Autor” przeprowadzili badania nad
powiekszeniem skali tego bioreak;tora od 20 1 do 150 { w hodowlach komdrek
mysich L, CHO i BHK. Studia poréwnawcze nad reaktorem z mieszadtem
membranowym oraz bioraktorem tj~u hoUow-fiber pracujgcych w systemie
perfuzyjnym wykazaty zdecydowama wyzszo$¢ tego pierwszego (28).

Systemy kapilarne maja bardzo szerokie zastosowania w hodowli komdrek
przyczepno-zaleznych. Uzywa sie ich m.in. do produkcji prolaktyny, ludzkiej
gonadotropiny oraz insuliny. Ponadto system ten byt stosowany do studiéw
nad rakiem sutkéw in vitro i do ciagtej produkcji zarodkowych rakotwdrczych
antygendw.

Hodowle w ztozach widknistych

Innym altematywn3mi rozwigzaniem jest hodowla komoérek w ztozu z waty
szklanej. Metoda ta zostata z dobrym skutkiem zastosowana do hodowli re-
kombinowanych komdrek jajnikéw chomika chinskiego (rCHO) wykorzysta-
nych przy produkcji y-interferonu (24). Stosowane widkna szklane miaty $red-
nice ok. 80 |xm.

Nowy typ bioreaktora typu air-lift zostat opisany przez Chiou i in. (4) oraz
Murakamiego i in. (21). Wyposcizony on jest w wewnetrzng rure cyrkulacyjng
oraz w nieruchome ztoze z waty szklanej, umieszczone miedzy rurg cyrkula-
cyjna a scianami bioreaktora (rys. 5). Natlenianie pozywki odbywa sie poprzez
wprowadzanie powietrza od dotu do rury cyrkulacyjnej za posrednictwem ae-
ratora, wywolujgc ruch wznoszacy cieczy. Jest to sposob bardzo skuteczny
i stosowany czesto w bioreaktorach do hodowli mikroorganizméw. U gory
rury cyrkulacyjnej nastepuje uwolnienie pecherzykéw powietrza po czym na-
tleniona poziTwka sptywa w dét przez ztoze z waty szklanej, w ktérym unie-
ruchomione sg hodowane komdrki. Kontrola systemu hodowlanego polega na
utrzymywaniu stezenia rozpuszczalnego tlenu na poziomie powyzej 20% na-
sycenia. Czynnikiem regulacyjnym jest szybko$¢ napowietrzania. Autorzy ci
podajg, ze pod koniec hodowli szybko$¢ wprowadzania powietrza osiagneta
warto$¢ 0,8 wm, a zatem byla bardzo wy-

soka. System ten jest bardzo skuteczny. 4

Osiggnieto w nim 230-krotne zwiekszenie '

gestosci inoculum, a korcowa gesto$é ko- rr ra

morek y-CHO dochodzita do 6,8 x 10°/ml. Aeyrkulacyjna
Dalsze badania autorow wykazaty bardzo o perforowanych
duze mozliwosci powiekszania skali tego $cianach

systemu, teoretycznie nawet do 76 000 I,

przy gestosci komorek 1,2 x 10°N/ml. W zole

AriTrr  vaty szklanej
= 7 komorkami

Rys. 5. Bioreaktor air-lift ze ztozem statym z waty
szklanej. gazy
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Whioski koncowe

Kultury komorek ssakoéw sa szeroko wykorzystywane przez wspotczesng
biotechnologie do produkcji biatek o ztozonej strukturze oraz do wytwarzania
szczepionek. Znaczna cze$¢ stosowanych linii komorkowych rosnie wytacznie
w formie warstwy pojed3mczych komdérek przyczepionych do powierzchni sta-
tej. Stanowi to powazne ograniczenie w zwigkszaniu ich gestosci w pozywce.
Konsekwencja tego jest ograniczona produktywno$¢ bioreaktoréw. Dla zwie-
kszenia powierzchni hodowlanej stosuje sie powszechnie mikronosniki. Muszg
one sprosta¢ wysokim wymaganiom; powinny one byc¢ fizjologicznie neutralne
dla komorek, wytrzymate mechanicznie, posiada¢ rozwinietg powierzchnie
oraz mie¢ gestos¢ zblizong do gestosci stosowanych pozywek. W ostatnich
latach obserwuje sie wyrazna tendencje do stosowania nosnikdéw z materiatow
sztucznych, jak szkto, ceramika i tworzywa sztuczne. Aktualnie oferowane sg
przez producentdéw tanie nosniki tego typu przeznaczone do hodowli komor-
kowych.

Hodowle komorek przyczepno-zaleznych majg dtuga tradycje i techniki ich
hodowli mozna uzna¢ za dobrze opanowane. Gtdwnym cz)mnikiem ogranicza-
jacym stosowanie poszczegélnych technik jest brak mozliwosci powigkszania
skali hodowli. Sposréd opisanych w literaturze systemoéw hodowlanych naj-
bardziej przydatne wydaja sie systemy hodowli na mikrono$nikach przy uzy-
ciu bioreaktoréw z mieszaniem pneumatycznym. W mniejszej skali dominujg
obecnie bioreaktory membranowe typu hollow-Jiber.

W ostatnich latach obserwowana jest tendencja do stosowania wigkszych
reaktoréw, wyposazonych w specjalne systemy stuzgce do ochrony komdérek
przed mechanicznymi uszkodzeniami. W$réd nich nalezy Wsnnieni¢ przede
wszystkim reaktory ze ztozem stcitym.
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Pilot plant and industrial systems for animal cell cultivation.
I. Anchorage-dependent ceil cultures

Summary

Several methods used to cultivate anchorage-dependent animal cells on a large sccile are

presented. These methods include the cultures on microcarriers in stirred and air-li/l bioreactors,
the cultures in hollow-fiber and flat-plate membrane bioreactors as well as the cultures attached
to porous or fiber solid supports. The critical parameter in anchorage-dependent cultures is the
adhesiveness of the cells to the carrier materials ctnd the surface proliferation rate.
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anchorage-dependent cell, animal cell, bioreactor, hollow-fiber.
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