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odowla komorek zwierzecych odgrywa istotng role w badaniach podsta-

wowych w zakresie biologii komoérkowej i molekularnej, umozliwia two-

rzenie nowych modeli doswiadczalnych i pozwala na prowadzenie badan,
ktorych wykonanie na catym organizmie byloby niemozliwe. Hodowle komor-
kowe sg uzywane m.in. w badaniach wirusologicznych, skriningu lekéw prze-
ciwnowotworowych, testach toksykologicznych oraz w metodach analitycz-
nych. W tym opracowaniu oméwione zostang wybrane aspekty technologiczne
hodowli komérkowych. Wstepna chargkteiystyke komarek zwierzecych, w po-
réwnaniu z komorkami roslinnymi i drobnoustrojowymi omoéwiono we wczes-
niejszej pracy (1). Przedstawione zostana sposoby hodowli komérek zwierze-
cych w procesach biotechnologicznych, w ktérych wytwarzane sg produkty
stosowane w lecznictwie ludzi i zwierzat (tab, 1).

Tabela 1
Przyktady produktow wytwarzanych w hodowli komérek zwierzecych in vitro
Grupy produktow Przyktady

szczepionki wirusowe okoto 10 dla ludzi
okoto 30 dla zwierzat

przeciwciata monoklonalne 1 poliklonalne

antygeny antygen zgodnosci tkankowej, H2K

cytokininy Interferony a, (3 i 7, interleukina 2, czynnik nekrozy
nowotworéw

hormony peptydowe insulina, ludzki hormon wzrostu, erytropoietyna,

gonadotropina

enzymy biatko C, czynnik VII i IX, tkankowy aktywator plazminogenu
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36 A. Chmiel
1. Biologia komérek zwierzecych in vitro

Mozliwa jest hodowla in vitro bardzo wielu typéw normalnych lub tran-
sformowanych komérek zwierzecych, np. flbroblastowych, mieéni gtadkich,
nabtonkowych, szkieletowych oraz komdrek nowotworowych réznych typow
(2). W wielu hodowlach uzyskuje sie namnazanie raczej komoérek prekurso-
rowych, gdyz komorki dojrzale, w petni wyksztatcone (zroznicowane) najcze-
§ciej nie rozmnazajg sie (3). Do zainicjowania hodowli komdrek zwierzecych
in vitro lepiej nadajg sie komorki zarodkéw, anizeli organizméw dojrzatych,
co wynika z braku lub niewielkiego poziomu specjalizacji komorek zarodko-
wych, obecnosci namnazajacych sie komorek prekursorowych i komérek pnia
(3) . Szczegolnie czesto wykorzystywane sg zarodkowe linie flbroblastowe. Moz-
na je stosunkowo tatwo namnazaé, jezeli zachowa sie matg ich gestos$¢, ok.
10" na 1 cm”®. W praktyce technologicznej do hodowli in vitro uzywa sie
zarowno komorek normalnych, jak i biologicznie zmienionych, np. nowotwo-
rowych. Te ostatnie namnazajg sie znacznie fatwiej i sg dlugowieczne; mozna

Czas (miesigce)

10 20 30 40 50 60
Liczba generaciji

Rys. 1. Typy hodowli komoérek zwierzecych.

1 — hodowla pierwotna komérek diploidalnych

2 — hodowla(e) wtéma(e) komoérek diploidalnych

3 — transformacja komorek

4 — ustalona (ciggta) linia komoérek heteroploidalnych
5 — obumieranie hodowli wtérnej
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odnawiac ich hodowle in vitro przez dowolnie dtugi okres, a ponadto mozna
je tatwo i tanio pasazowaé w organizmie odpowiedniego gospodcirza.

Z biotechnologicznego punktu widzenia w)n*6znia sie tr” podstawowe typy
hodowli komérkowych (4 - 7, rys. 1)

1. Hodowle pierwotne $wiezo izolowanych normalnych komérek diploi-
dalnych, ktére moga by¢ utrzymywane przez okres zaledwie Kilku generaciji,
po czym nastepuje ich obumieranie.

2. Hodowle wtérne i linie komorek diploidalnych, okreslane réwniez jako
szczepy komorek diploidalnych, dajace sie utrzymac przez okres najwyzej do
40 - 70 generacji.

3. Ustalone (ciggte albo transformowane) linie komorek heteroploidal-
nych, ktore otrzymuje sie po okresie co najmniej 70 generacji — co daje
gwarancje nieogramiczonego pasazowania.

Liniami transformowanjrmi sg m.in. hodowle komorek nowotworowych
oraz komorek mieszancowych {hybrydoma). Linie transformowane in vitro
maja wiele cech wspolnych z komoérkami nowotworowymi — transformowa-
nymi in vivo. Obydwa typy komarek réznig sie od normalnych komorek wyj-
$cioAvych fizjologig oraz namnazaja sie ze zwiekszong szybkoscig, gdyz proces
ten nie jest objety mechanizmami regulacyjn3rmi istniejgcimii w organizmie.
Wazng technologicznie cechg wielu linii transformowanych, a w szczegélnosci
komorek nowotworowych jest zdolno$¢ do namnazania sie¢ w hodowli zawie-
sinowej, bez zakotwiczenia na powierzchni nosnika, czego wymagajg normalne
komoérki diploidalne (adherentne). Te ostatnie, namnazajgc sie, nie tworzg
przestrzennego trojwymiarowego ukiadu tkanki, lecz migrujg na zewnatrz ko-
lonii i zajmujac coraz wigkszg powierzchnie nosnika, tworzg jednolitg poje-
dyncza warstwe (tzw, monowarstwe).

Transformowame linie komorkowe charakteryzujg sie niezbyt ustabilizowa-
nymi, odmiennymi niz w hodowli pierwotnej, wiasciwosciami biologicznymi,
W czasie wielokrotnego pasazowania in vitro komérki zwierzece wykazuja bo-
wiem duzg zmiennos¢ (transformacje) w zakresie cech genetycznych, fizjologi-
cznych i cytomorfologicznych (8), takich jak:

— zmiana liczby chromosomoéw (heteroploidalno$c);

— tendencja do nowotworzenia;

— utrata specyficznych markeréw tkankowych;

— zmniejszenie wymiairéw i bardziej zaokraglony ksztah;

— zmniejszenie adherencji i zwiekszenie zdolnosci do namnazania w za-
wiesinie lub w ukfadzie wielowarstwowym;

— zwigkszenie szybko$ci namnazania (nawet dwukrotne);

— redukcja zapotrzebowania na stadniki osocza krwi;

— zmiana zapotrzebowania na czynniki wzrostowe;

— zmieniona reakcja na czynniki regulatorowe;

— rozprzezenie energetyczne przemian tancucha oddechowego i zwigkszo-
ne przyswajanie zrodta wegla i energii, potagczone zazwyczaj z akumu-
lacjg kwasu mlekowego w podiozu;

— zmiana efektywnosci syntezy pozadanych produktow.
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38 A. Chmiel

Jezeli w wyniku selekcji lub klonowania uzyskuje sie linie komorkowa
wyrdzniajaca sie stabilnym markerem, np. enzymem, opornos$cig na antybio-
tyk, czy obecnoscig okreslonego antygenu, woéwczas mamy do czynienia
z heteroploidalnym szczepem komérkow3rm.

Dzieki manipulacjom genetycznym biotechnologia wzbogacita sie o dwa
bardzo wazne typy linii transformowanych — komérki mieszaricowe hybry-
doma — produkty fuzji komorek nowotworowych i somatycznych wytwarza-
jacych przeciwciata oraz komérki transformowane DNA zrekombinownym
in vitro (8). Znacznie rozszerzaja one produkcyjne mozliwosci komorek zwie-
rzecych.

W praktyce laboratoryjnej i produkcyjnej wykorzystywane sa zaréwno no-
wo zaktadane za kazdym razem hodowle pierwotne, jak i r6znego typu linie
komoérkowe. Zastosowanie hodowli pierwotnych, np. do klasycznej metody
produkcji szczepionek przeciwwirusowych, wymaga uzycia duzej liczby naczbri
i jest technologicznie kiopotliwe. Dlatego tez dazy sie do pracy z ustalonymi
liniami komoérkowymi.

Do produkcji lekéw przeznaczonych dla ludzi, wykorzystywane byty po-
czatkowo (w latach piecdziesigtych) wytgcznie normalne komorki diploidalne
w hodowlach pierwotnych (9). Przy duzej zmiennosci komorek w hodowli wtor-
nej oraz ciggtych linii komoérkowych, brano pod uwage zagrozenie zajécia
niekontrolowanych transformacji, np. typu nowotworowego. Ponadto wie-
kszo$¢ ciagtych linii komoérkowych zostata wyprowadzona z tkanek nowotwo-
rowych, a wiedza o mechanizmach transformacji nowotworowej byta skapa,
natomiast obawy zbyt duze. Od tego czasu opracowano, dobrze scharakte-
ryzowano i wprowadzono do praktyki laboratoryjnej i biotechnologicznej za-
réowno hodowle wtérne, jak i réznego typu transformowane linie komérkowe.
Znacznie ufatwia to opracowywcinie i prowadzenie proceséw technologicznych
oraz zapewnia ich wysoka produktywnos$¢ i odtwarzalno$¢. Wszystkie linie
komorkowe objete sg Scistg kontrolg ich whasciwosci biologicznych, a wytwa-
rzane przy ich uzyciu produkty sg doktadnie wydzielane i oczyszczane. Pier-
wszymi procesami z wykorzystaniem takich linii bylty: wytwarzanie wirusowej
szczepionki przeciw pryszczycy w hodowli komérek BHK 21 oraz produkcja
interferonu y (limfoblastowego) w hodowli linii Namalwa (9).

Hodowla komorek zwierzecych wymaga uzycia specjcdnych podtozy (5 - 7,
10 - 12). Wiele z nich przygotowywanych jest z wykorzystaniem osocza krwi
zwierzecej; dazy sie jednak do opracowania podtozy z mozliwie najnizszg za-
wartoscig osocza oraz podtozy ,syntetycznych”, bez udziatu tego skiadnika.
W podtozach bez osocza mozna hodowaé normalne komérki diploidalne réz-
nych typoéw, linie transformowane, a takze komorki mieszaficowe hybrydoma
(13). Podtoza syntetyczne sg bardziej selektywne, przeznaczone dla okreslo-
nych t)rpéw linii komoérkowych i proceséw technologicznych, W wyniku opty-
malizacji ich sktadu mozna uzyskac¢ wyzszg wydajno$¢ pozadanego produktu.
Podtoza takie mogg znacznie rézni¢ sie od podtozy optymalnych dla namna-
zania komérek. Z hodowli w podtozu syntetycznym tatwiej jest wyizolowac
czysty produkt, jednakze czesto komérki w takim podtozu rosng wolniej.
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a ponadto, zastgpienie osocza szeregiem niezbednych sktadnikéw moze zna-
cznie podraza¢ koszty produkcji.

Produktywno$¢ hodowli komoérkowych zalezy w pierwszym rzedzie od ge-
notypu i potencjatu metabolicznego komérek, jednakze w procesie technolo-
giczndmi istnieje szereg ograniczen w wykorzystaniu tego potencjatu. Nalezy
do nich ograniczona ilo$¢ biomasy mozliwa do uzyskania w hodowli.

Zainicjowanie hodowli komorek zwierzecych wymaga odpowiedniej ich
gestosci; dla hodowli na nos$nikach stosuje sie kom./cm”, natomiast
w hodowli zawiesinowej 10* kom./ml. Kohcowe namnozenie komorek zako-
twiczonych na no$nikach osigga 10" kom./cm” oraz | - 3 + 10®/ml w hodowli
zawiesinowej. W specjalnych uktadach sprzyjajacych duzemu zageszczeniu
komérek mozna uzyska¢ namnozenie 10" - 10®/ml, a nawet ponad 10®/ml
(tab. 2). W tkankach zwierzecych najwyzsze zageszczenie komorek osigga 1 -
2+ 10°ml (14, 15). W warunkach in vitro jest to poziom praktycznie nieosia-
galny. Teoretycznie, komorki sferyczne o wymiarze 12 pm moga by¢ upako-
wane do gestosci 5 10®/ml (14).

Komorki zwierzece w hodowli in vitro majg wymiary w granicach 5-50 pm
(najczesciej 10-20 pm) oraz okres generacji 10-60 godzin (najczesciej 15 -
20 godzin). Przy wyprowadzeniu hodowli z pojedynczej komorki, otrzirmanie
1 1 hodowli zawiesinowej 0 namnozeniu 10® kom./ml wymaga okoto 30 ge-
neracji, a uzyskainie 1000 ! hodowli (do 1 kg wilgotnej biomasy) — okoto 40
generacji. Dla komérek o Srednim okresie generacji 20 godzin daje to odpo-
wiednio 25 oraz 33 doby hodowli (15).

Tabela 2
Przyktady namnozenia komdérek zwierzecych w réznych urzadzeniach do ich hodowli

Typ hodowli i urzadzenia Powierzchnia

cmA/mi Liczba komérek/ml

Hodowla komérek adherentnych:

butelki obrotowe 0,3-1 0,2-1 X 10®
zbiorniki z wktadem spiralnym 4-10 1 X 10®
upakowane ztoze kulek, () = 3 mm 10- 17 2 -3 X 10®
wydrgzone widkna 25-40 10™- 10®
hodowla na mikrono$nikach 95- 150 3-10 X 10®
Hodowla zawiesinowa (klasyczna) 1-3 X10®

Uktad perfiiz3dny:

filtr obrotowy w bioreaktorze 7 X 10®
bioreaktor membranowy 5 X 100
komoarki w kapsutkach lub mikrosferach 5- 10 X 100
komérki pomiedzy wydragzonymi widknami > 1 X 10®
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40 A. Chmiel
2. Warunki techniczne hodowli komdrek zwierzecych in vitro

Ogélnie mozna przyjaé, ze istniejg cztery sposoby hodowli komérek zwie-
rzecych in vitro:

1) namnazanie komorek zakotwiczonych na powierzchni $cianek lub in-
nych elementéw naczynia hodowlanego;

2) hodowla w zawiesinie;

3) sposéb mieszany — hodowla komoérek na mikronosnikach, w kuleczkach
zelowych, mikrokapsutkach, wzglednie w porowatych mikrosferach zawieszo-
nych w pozywce;

4) hodowla komérek upakowanych pomiedzy potprzepuszczalnymi mem-
branami (ptaskimi lub rurkowymi), wzglednie w specjalnych matrycach cera-
micznych.

Intensywne prace nad doskonaleniem techniki hodowli komérek adheren-
tnych oraz w zawiesinie doprowadzity do opracowania licznych modyfikacji
systemow klasycznych, umozliwiajac zwiekszenie zageszczenia komorek i uzy-
skanie wyzszej produktywnosci z jednostki objetosci bioreaktora (16-20).
Interesujace rozwiazania uzyskano przez potaczenie dwdch technik: immobi-
nym odprowadzaniu produktéw metabolizmu w uktadzie perfusion.

Komérki wymagajgce zakotwiczenia immobilizuje sie na Sciankach i ele-
mentach naczyn hodowlanych lub na mikronos$nikach zawieszonych w po-
zywce. Jako mikronosniki stosuje sie najczesciej modyfikowane polimery na-
turalne — np. dekstran lub zelatyne oraz syntetyczne — np. odpowiednio
spreparowany, zwilzalny i natadowany ujemnie polistyren, a takze plastik
optaszczony zelatyna, kolagenem lub polilizyng dla uzyskania dodatniego
tadunku (16, 17). Poniewaz komorki majg na swojej powierzchni fadunki
dodatnie i ujemne, zatem stabilna adhezja komdrek jest mozliwa przy obydwu
typach tadunku na powierzchni nosnika.

Inny system hodowli polega na zamknieciu komérek wewnatrz zelowych
kuleczek alginianowych, w mikrokapsutkach polilizynowych lub w mikrosfe-
rach kolagenowych. Zageszczenie komérek w potprzepuszczalnych porowatych
mikrosferach o $rednicy okoto 500 pm, majacych pory i kanaty o wielkosci
20 - 40 pm, osigga 1 -5 10® w 1 ml ich przestrzeni wewnetrznej, a w prze-
liczeniu na catkowitg objetos¢ hodowli 5 - 10+ 10~ Dobre wyniki w tym za-
kresie pozwala uzyskaé¢ hodowla komdérek w przestrzeniach pomiedzy wigzka
wydrazonych wiékien (16), pomiedzy ptaskimi membranami (21) oraz w ma-
trycach ceramicznych (22). Swojego rodzaju immobilizacjg jest réwniez ho-
dowla zawiesinowa w bioreaktorach wyposazonych w zewnetrzny system
membranowy (18), pozwalajgcy na zawracenie komorek do bioreaktora po
oddzieleniu roztwom. Mogg to by¢ zar6wno membrany ptaskie (21), jak i mr-
kowe typu hollow-fiber (23).

Analize porownawczg hodowli komdrkowych réznych typéw Czytelnik znaj-
dzie w pracach (14, 16, 18, 20, 24). Ponizej oméwimy dwa z trzech podsta-
wowych w biotechnologii systemow hodowli: a) hodowle komérek wymagaja-
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cych mechanicznego nosnika oraz b) uktad typu perfusion z wydrgzonymi
widknami, wyrézniajacy sie maksymalnym zageszczeniem komorek. Obydwa
systemy stwarzajg istotne ograniczenia w zakresie powiekszania skali procesu
jednostkowego. Zwiegkszanie skali produkcji polega na powiekszeniu liczby
urzadzen. Wady tej nie ma trzeci z podstawowych systemow, obejmujgcy bio-
reaktory do hodowli zawiesinowej, ktory bedzie omoéwiony oddzielnie.

3. Hodowla komorek zakotwiczonych na powierzchni nosnika

Zaleznie od przeznaczenia hodowli, komorki wymagajace zakotwiczenia
mozna namnaza¢ w urzgdzeniach roznego typu i wielkoSci; moga to byc:

1) specjalne ptytki (np, serologiczne) ze studzienkami o wielkosci od Kilku
do Kilkuset pi i powierzchni 1-30 mm?*;

2) phytki Petriego, kolby, butelki Roux (pow. 5-200 cm?’);

3) specjalne butelki obrotowe (pow. 600 - 1600 cm”);

4) urzadzenia z elementami wewnetrznymi, zwigkszajagcymi powierzchnie
hodowlana;

5) bioreaktory do hodowli na mikrono$nikach.

Klasycznym laboratoryjnym i produkcyjnym sposobem prowadzenia ho-
dowli komérek zwierzecych jest namnazanie ich na wewnetrznych $ciankach
plastikowych lub szklanych butelek, wypetnionych w 15 - 20% pozywka. Bu-
telki sg umieszczane w pozycji poziomej na rolkach i obracane z szybkos$cig
2-10 obr./mtn. Ich powierzchnia wewnetrzna zasiedlana przez komorki, wy-
nosi kilkaset do tysigca kilkuset cm” (3, 15), Powiekszanie skali procesu
polega na zwiekszaniu liczby butelek. Proces w butelkach mozna znacznie
intensyfikowaC wymieniajgc w nich pozywke.

Opracowano cylindryczne zbiorniki do hodowli komérek, zawierajgce we-
wnetrzne elementy o duzej powierzchni roboczej (3, 15), Wnetrze zbiornika
hodowlanego moze by¢ wypetnione réwniez materiatem ceramicznym (3, 15,
26) z kanalikami o Srednicy okoto I mm, co réwniez daje duzg powierzchnie
i przestrzeh hodowlang. Produktem handlowym tego typu jest wypetnienie
,opticell” (22). Uwalnianie komérek z takich uktadow wymaga uzycia enzy-
mow litycznych; najczesciej stosuje sie trypsyne w potgczeniu z EDTA.

Do hodowli ,,pseudozawiesinowej” komorek wymagajgcych zakotwiczenia
opracowano specjalne mikrono$niki (17, 27, tab. 3) o $rednicy 100-200 pm
i gestosci 1,03 - 1,05 g/cm”, co jest wazne dla utrzymania ich w zawiesinie.
Najczesciej stosowane sg mikrokuleczki z modyfikowanego dekstranu (Cyto-
dex firmy Pharmacia, Szwecja; Dormacell — Pfeifer und Langen, Niemcy).
Dostepne sg réwniez mikronosniki poligkryloamidowe (Biocarier — Bio Rad,
USA), polistyrenowe (Csdospheres — Lux, USA; Biosilon — Nunc, Dania),
celulozowe (DE — Whatman, W.B.). Stosujac 1 - 5 g mikronosnika dekstra-
nowego w 1 litrze podtoza, otrzymuje sie 1-5 m” powierzchni hodowlanej
oraz koncowe namnozenie komoérek na poziomie 1-5 10® w 1 ml. Nowym
rozwigzaniem sg plastikowe kuleczki (Solohill Engineering, USA) o gestosci
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42 A. Chmiel

1,02 - 1,04 g/lcm”. Moga by¢ one optaszczone trwalg warstwa, np. kolageno-
wa, wowczas uzyskujg tadunek elektrostatyczny na swojej powierzchni. Pro-
ponowane sg réwniez kolagenowe mikronosniki makroporowate (Verax Corp.,
USA), dzieki czemu komérki zasiedlajg nie tylko powierzchnie, ale réwniez
przestrzenie wewnetrzne. Mikrosfery tego typu maja gestos¢ 1,6- 1,7 g/cm”
i sg stosowane do proces6w w bioreaktorach ze ztozem fluidalnimi (28, 29).

Tabela 3
Mikronosniki do hodowli komérek zwierzecych (wg i?)

Nosnik (Producent) Struktura chemiczna Grupa czynna, Wymial
tadunek, )(/pm) Y
powierzchnia

Biocarrier poliakryloamid dimetylo-aminopropyl

- 120- 180

(Bio-Rad, USA)

Bioglas plastik ptaszcz szklany

(Solohlll Eng., USA) 90-212

Bioplas polistyren (ptaszcz kolagenowy)

. 90-212

(SolohiU Eng., USA)

Biosilon polistyren tadunek ujemny 160-300

(Nunc., Dania)

DE-52/53 celuloza DEAE

(Whatman, Anglia) mikrogranulowana 40 - 50 X 80 - 400

Cytodex 1 dekstran DEAE 131 -220

Cytodex 2 dekstran Trimetylo-2- 114- 198
hydroxyaminopropyl

Cytodex 3 dekstran ptaszcz 133-215

(Pharmacia, Szwecja) kolagenowy

Cytospheres polistyren tadunek ujemny _

(Lux, USA) 160- 150

Dormacel dekstran dimer DEAE

Pfeifer and Langen, 140-240

Niemcy

Gelibeads zelatyna sieciowana zelatyna

R . 115-234

(KC Biological, USA)

Microdex dekstran DEAE

(Dextran Products, 150

Kanada)

Superbeads dekstran DEAE 135-205

(Flow Labs, USA)

Ventregel zelatyna sieciowana zelatyna
(Ventrex, USA) 150 - 250
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4. Hodowla w urzadzeniach z wydrgzonymi wtoknami

Szeroko rozwijane sg badania w zakresie hodowli komérek zwierzecych
w innym heterogenicznym uktadzie, w ktérym przestrzenn hodowlana jest wy-
petniona wigzkg mikroporowatych, pustych wewnatrz (wydrgzonych) widkien
0 S$rednicy wewnetrznej rzedu 200 - 350 pm, grubosci $cianek ponad 50 -
75 pm i porach rzedu kilku pm (30). Rozwigzanie to zapewnia maksymalne
rozwinigcie powierzchni zasiedlanej przez komérki namnazajgce sie na zew-
netrznej powierzchni wtokien, w przestrzeni pomiedzy wtoknami i ewentualnie
wewnatrz Kieszeni makroporowatych w strukturze widkien. Stosowano witokna
0 réznej porowatosci, wykonane z polipropylenu, kopolimeréw polisulfono-
wych lub akrylowych, octanu celulozy, kopolimeru octanu celulozy i azotanu
celulozy. W niektérych rozwigzaniach stosowano powlekainie wiokien polilizy-
ng. Opracowano rézne warianty wprowadzania pozywki i fazy gazowej, tgcznie
lub oddzielnie. Pory we widknach umozliwiajg przechodzenie przez nie cza-
steczek 0 masie kilkudziesieciu tysiecy daltonéw, co pozwala na prowadzenie
procesow typu perfuzyjnego (30, 31).

W wielu ukfadach tego typu wystepuje szereg trudnosci wynikajgcych
z oporéw dyfuzyjnych i tworzenia sie gradientu stezenia substratow i produk-
tow, powstawania zr6znicowanych mikrosrodowisk oraz miejsc niedotlenienia
w miare wzrostu gestosci biomasy. Konstrukcja bioreaktoréw z wigzkami wié-
kien nie sprzyja standaryzacji, kontroli, regulacji, automatyzacji procesow
| powiekszaniu ich skali. Wydaje sie, ze problemy te rozwigzano (przynajmniej
w pewnym stopniu) w bioreaktorach ACUSYST z wigzka mikroporowatych
widkien opracowanych przez firme Endotronics Inc., USA (32). System skiada
sie z dwoch niezaleznych sekcji; kazda z nich moze zawiera¢ do 6 jednostek
— indywidualnych uktadéw z wigzkami widkien. Kazda jednostka sktada sie
z tysiecy gesto upakowanych pojedynczych wydrgzonych widkien o $rednicy
zewnetrznej 256 |im, wewnetrznej 200 pm oraz porach przepuszczalnych dla
czasteczek 0 masie rzedu 6000 daltonéw. Ccitkowita powierzchnia widkien
w 1 jednostce wynosi 1,4 m”. Tworzg one ukiad kapilar o bardzo duzej po-
wierzchni, ponad 100 cm”™ na 1 ml przestrzeni miedzykapilamej. Uklad ten,
przez ktory przeptywa poz}rwka, symuluje system dystrybucji sktadnikéw od-
zywcezych i tlenu (krwiobieg) oraz usuwania produktéw metabolizmu w zywym
organizmie. Komorki zasiedlajace przestrzen pomiedzy wioknami namnazajg
sie do gestosci 10® kom./ml, tworzac ,,pseudotkanke”. W uktadzie mierzone
i regulowane sg nastepujace parametry: pH, natlenienie, temperatura, zuzy-
wanie glukozy i tlenu, uzupetnianie $wiezg pozywka o optymalizowanym skia-
dzie. W sposOb ciggly odbiercine sg produkty metabolizmu. Hodowla moze
by¢ utrzymywana przez wiele tygodni w fazie stacjonarnej (fazie produkcji)
z zachowaniem wysokiej aktywnosci produkcyjnej.

W catym urzadzeniu mozna uzyska¢ namnozenie biomasy na poziomie
1-2 10"® lub 4,8 10" komorek, zaleznie od modelu [ACUSYST-Jr lub
ACUSYST-P\. Odpowiada to ilosci komoérek w klasycznej hodowli zawiesinowej
0 objetosci — odpowiednio: 100 - 500 litréw i 500 - 1000 litréw. System ten
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jest wyposazony w aparature kontrolng i sterowany komputerem. Wewnatrz
bioreaktorow S3rmulowane sg warunki podobne do istniejgcych in vivo w or-
ganizmach zywych. W odréznieniu od innych uktadéw typu hollow-Jiber bio-
reaktory ACUSYST wyroOzniajg sie dwoma przemiennymi obiegami pozywki
(w przeciwnych kierunkach) przy regulowanym nadcisnieniu, co zapewnia
stabilng prace uktadu i dobre przemywanie ,,pseudotkcinki”. Zaletg jest row-
niez wysoki stopien kontroli procesu sterowanego komputerowo.

Opisany system moze by¢ stosowany zaréwno do proceséw z uzyciem ko-
morek adherentnych, jak i nie wymagajacych nosnika. Przyktadem pierwszych
jest m.in. produkcja przeciwciat monoktonalnych w hodowli komorek hybry-
doma, drugich — wytwarzanie polipeptydowego antygenu wirusa zapalenia
watroby typu B w hodowli zrekombinowanych komdérek mysich (32).

Literatura

1. Chmiel A., (1992), Biotechnologia Pl, 4/92.

2. European Collection of Animal Cultures, Cataloque, edition, (1988), PHLS Centre for

Applied Microbiology and Research, Porton Down, Salisbury, SP4 OJG, UK.

Fresney R. I., (1986), Animal Cell Culture, ed. Freshney R.l., 1-11, IRL Press, Oxford.

Hayflick L., Moorhead P.S., (1961), Exp. Cell Res., 27, 585-621.

Katinger H.W.D., Scheirer W., (1982), Acta Biotechnologica, 1, 3-41.

Harakas N.K., (1984), Annual Reports on Fermentation Processes, 5, 159-211.

Propst C.L., von Wedel R.J., Lubiniecki A.S., (1989), Fermentation Process Development of

Industrial Organisms, ed. J.O. Nevay, 221 -276, Marcel Dekker Inc., New York.

8. Leist C.H., Meyer H.-P., Fiechter A., (1990), J. Biotechnol., 15, 1-46.

9. Finter N.B., Garland J.M., Telling R.C., (1990), Large-Scale Mammalian Cell Culture Tech-
nology, 1-14, Marcel Dekker Inc., New York.

10. JajTne, D.W., Blackman K.E., (1985), Advances in Biotechnological Processes, 5, 1-30.

11. Williams J., (1988), Biotechnology, 6, 575-581.

12. Maurer H.M., (1986), Animal Cell Culture, ed. Freshney R.l.,, 13-31., IRL Press, Oxford.

13. Guk S., (1991), BioTec, 3, 6-11

14. Griffiths B., (1986), Animal Cell Culture, ed. Freshney R.l., 33-68, IRL Press, Oxford.

15. Griffiths B., (1988), Animal Cell Biotechnology, vol. 3, ed. Spier R.E., Griffiths J.B., 179 - 220,
Academic Press, London.

16. Adamson S.R., Schmidli B., (1986), The Can. J. Chem. Engin., 64, 531 -539.

17. Reuveny S., (1990), Lcirge-Scale Mammalian Cell Culture Technology, 271 -342, Marcel
Dekker Inc., New York.

18. Merten O.-W., (1987), Tibtech, 5, 230-237.

19. Scheirer W., (1988), Animal Cell Biotechnology, vol. 3, ed. Spier R.E., Griffiths J.B., 263 -
281, Academic Press, London.

20. Kearns J. M., (1990), Biotechnology, 8, 409-413.

21. Klement G., Scheirer W., Katinger HW.D., (1987), Develop. Biol. Standard, 66, 221-226.

22. Lydersen B.K., Pugh G.G., Paris M.S., Sharma B.P., Noll L.A., (1985), Bio/Technology, 4,
63 - 67.

23. Pinton H., Rabaud J.N., Engasser J.M., Marc A., (1991), BFE, 8, 344-347.

24. Handa-Corrigan A., (1988), Bio/Technology, 6, 784-786.

25. Katinger H., (1988), Animal Cell Biotechnology, vol. 3, ed. Spier R.E., Griffiths J.B., 340-
350, Academic Press, London.

26. Berg G.J., Bodeker B. G. D., (1988), Animal Cell Biotechnology, vol. 3, ed. Spier R.E.,
Griffiths J.B., 321-335, Academic Press, London.

Noohw



Hodowla komérek zwierzecych in vitro 45

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Butler M., (1988), Animal Cell Biotechnology, vol. 3, ed. Spier R.E., Griffiths J.B., 283 - 303,
Academic Press, Lnndon.

Verax Corporation, (1986), Continuous Cell Culture with Fluidized Sponge Beads for Large-
scale Production of Medical Proteins. Verax TM-184A, Lebanon, NH 03766, USA.
Runstadler P.W., Jr, Cemek S.R., (1988), Animal Cell Biotechnology, vol. 3, ed. Spier R.E.,
Griffiths J.B., 305-320, Academic Press, London.

Tolbert R. Srigley W.R., Prior C.P., (1988), Animal Cell Biotechnology, vol. 3, ed. Spier R.E.,
Griffiths J.B., 373-393, Academic Press, London.

Schonherr O.T., van Gelder P.T.J.A., (1988), Animal Cell Biotechnology, vol. 3, ed. Spier
R.E., Griffiths J.B., 338-355, Academic Press, London.

Tyo M.A. Bulbulian B.J., Menken B. Z., Murphy T., (1988), Animal Cell Biotechnology,
vol. 3, ed. Spier R.E., Griffiths J.B., 357-371, Academic Press, London.

Animal cell biotechnology. Cell culture in vitro

Summary

Biology of animal cell in vitro is discussed. Technical conditions for animal cell cultivation

are presented. Special attention to two culture systems is given: one is the use of microcarriers
for anchorage-dependent cells cultivation, the other concerns the ACUSYST (hollow-Jiber) tech-
nology.

Key words:
anchorage-dependent, cell culture, hollow-fiber.

Adres dla korespondencji: )
Aleksander Chmiel, Samodzielna Pracownia Biosyntezy Srodkow Leczni-

czych, Akademia Medyczna w todzi, ul Muszynskiego 1, 90-151 +6dz.

2 (21) '93



