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1. Wstep

naczna ilos¢ linii komorkowych stosowanych dla celéw biotechnologicz-
Znych nie wymaga przyczepienia do nosnika i moze rosnagé¢ w formie za-

wiesiny w pozywce ciektej. Wiasciwosci takie wykazujg przede wszystkim
komérki typu limfoidalnego. Wspétczesna biotechnologia coraz szerzej wyko-
rzystuje tego typu linie do produkcji przeciwciat oraz metabolitéw stosowa-
nych gltéwnie w medycdmie i weterynarii. WS$rod najczesciej stosowanych sg
linie komoérkowe wyprowadzone z tkanek nowotworowych i rakowych, ko-
mérek mieszancowych [hybrydoma) oraz komoérek transformowanych. Ho-
dowle tych komorek prowadzone sg podobnie do hodowli mikroorganizméw
przemystowych, stad tez tatwiejsze jest w ich przypadku powiekszanie skali.
Podstawowag barierg w tym zakresie jest duza wrazliwos¢ komorek na zni-
szczenie lub uszkodzenia mechaniczne. Wynika ona z braku $cian komér-
kowych oraz z duzych rozmiaréw komorek i ich delikatnej budowy.

W poréwnaniu z hodowlami mikroorganizméw stopieri trudnosci w pro-
wadzeniu kultur zawiesinowych jest znacznie wyzszy. Skiada sie na to kilka
zasadniczych przyczyn: wolny wzrost komorek, objawiajacy sie czasem pod-
wojenia masy powyzej 15 godzin, duza wrcizliwos¢ na stresy mechaniczne,
konieczno$¢ stosowania ztozonych i drogich pozirwek oraz wrazliwo$¢ na za-
kazenia. Szczegélnie ucia™zliwa jest grozba zakazeh. Przy operowaniu duzymi
tankami hodowlanymi istnieje wiele miejsc szczegdlnie narazonych na zaka-
zenie. Nalezy tu wymieni¢ wlot i wylot powietrza, miejsca wprowadzania sond
pomiarowych, zawory do pobierania préb, wat mieszadta, potaczenia z urza-
dzeniami wspotpracujacymi, np. separatorami, wszelkiego rodzaju uszczelnie-
nia i szerg innych.

Dla swobodnego wzrostu i metabolizmu komoérek wymagana jest homo-
genno$¢ sktadu chemicznego poz}wek oraz precyzyjna regulacja podstawo-
wych parametréw fizyko-chemicznych hodowli, jak pH, temperatury, natle-
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nienia pozywek, cisnienia osmotycznego i in. Utrzymanie tych parametrow
na odpowiednim poziomie wymaga statego mieszania i napowietrzania pozy-
wek. Zapewnienie wiasciwych warunkéw wymiany masy w bioreaktorze —
przy zachowaniu integralnosci struktury komérek — stanowi podstawowy
problem bioinzynieiyjny w hodowlach komérek ssakow.

Dla zapewnienia rentownos$ci produkcji konieczne jest uzyskanie mozliwie
duzej gestosci komoérek w pozjrwce. Konieczne jest w takim przypadku sto-
sowanie bogatych pozywek, zawierajgcych w swym skiadzie biatka i peptydy,
co z kolei utrudnia oczyszczanie metabolitow. Nalezy jednak podkresli¢, ze
im wieksza jest koncentracja komdrek, tym U2yskuje sie wieksze stezenie
metabolitéw i tym mniejsze sg koszty ich wydzielania oraz oczyszczania.

Jednym z najistotniejszych czjmnikéw wptywajacych na gestos¢ komorek
sg warunki ich hodowli. W normalnych warunkach stezenie komdrek osigga
pewng ograniczona, maksymalng warto$¢, ktéra jest praktycznie nieprze-
kraczalna. Gtownymi czynnikami limitujgcymi wzrost populacji komdrek jest
ograniczona szybkos$¢ transferu tlenu do pozywki oraz rosnace stezenie me-
tabolitéw toksycznych. W hodowlach komérkowych prowadzonych metodami
tradycyjnymi osic*ga sie zwykle stezenie komdérek na poziomie 2 x 10®@/ml,
a ich frakcja objetosciowa w stosunku do pozywki, stanowi zaledwie 0,003.
Dzieki postepowi technologicznemu bariera ta zostata w ostatnich latach zna-
cznie przekroczona i aktualnie osiggane sg stezenia na poziomie 10" - 10®/ml,
a nawet przy specjalnych technikach gestosé¢ komoérek dochodzi do 10°/ml.

2. Systemy hodowli komdrek rosngcych w zawiesinie

Obserwujac ro2:wo6j technik stosowanych do hodowli komdérek rosnhacych
w zawiesinie nalezy zwr6ci¢ uwage na dwie wyraznie rysujace sie tendencje.
Pierwsza z nich, polega na dazeniu do stosowania mozliwie prostych kon-
stnakcji bioreaktoréw, a druga, bardziej wspotczesna, na szukaniu sposobow
prowadzenia hodowli przy wysokiej gestosci komorek.

Hodowla komdrek limfoidalnych — w duzej skali — moze by¢ przepro-
wadzana w klasycznych bioreaktorach stosowanych w procesach mikrobiolo-
gicznych. Wykorzystywane sag gtownie reaktory z mieszaniem pneumatycznym
typu air-lift oraz reaktory z mieszaniem mechanicznym. W przypadku reakto-
row z mieszaniem mechanicznym konieczne sg tylko niewielkie zmiany kon-
strukcyjne. Polegajg one m.in. na wymianie mieszadet turbinowych na mie-
szadla typu Sruby okretowej. Wieloletnie doswiadczenia wykazaty, ze jest to
mieszadto generujace najmniejsze sity Scinajgce, a zatem wywotujgce naj-
mniejsze uszkodzenia mechaniczne komdrek, Bioreaktory specjalnie budowa-
ne dla celéw hodowli komérkowych réznig sie od klasycznych bioreaktoréow
mikrobiologicznych mniejszym stosunkiem wysokosci do S$rednicy oraz za-
okraglonym dnem. W poréwnaniu z hodowlami mikroorganizméw w hodow-
lach komorkowych ssakéw stosowane sg znacznie mniejsze objetosci naczyn.
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Bioreaktor o objetosci Kilku tysiecy litréw jest duzym reaktorem przemysto-
wym, podczas gdy w procesach mikrobiologicznych objeto$¢ taka stosowana
jest zwykle na poziomie kultury inokulacyjnej.

2.1. Bioreaktory z mieszaniem mechanicznym i pneumatycznym

Zwetner i in. (22) opisali sposéb wykorzystania bioreaktoréw z mieszadtem
typu Smby okretowej do hodowli réznych linii komdrkowych. Autorzy ci pro-
wadzili hodowle w uktadzie bioreaktoréw o objetosci 14 1, 70 11 200 1. W re-
aktorach tych hodowali z powodzeniem linie komorek limfoblastycznych lu-
dzkich oraz linie limfoblastbw mysich. Hodowle byly prowadzone metoda
pétciagla przez okres 1-3 tygodni w zaleznosci od stosowanej linii. Wzrost
populacji komorek rosngcych w zawiesinie przebiegat wedtug prostej poto-
gciiytmicznej wzgtedem funkcji czasu. Dla osiggniecia wysokiej szybkosci
wzrostu i duzych gestosci komorek konieczne jest stosowanie odpowiedniej
szybkosci rozciericzania pozywki oraz Scisle okreslonego inoculum. W wie-
kszosci stosowanych linii komérkowych czas podwojenia populacji wsmosit
od 14 do 17 godzin.

Przyktadem ciggtej hodowli komdérek mieszahcowych w zawiesinie jest tez
praca Grafa i Schugerla (4). Stosowali oni bioreaktor o poj. 10 ! wyposazony
w mieszadto mechaniczne oraz specjalny system wezy do napowietrzania i wy-

miany pozywki (rys. 1).
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biornjk
éloreaktora Rys. 1. Bioreaktor z membranowym systemem
wprowadzania natlenionej pozywki.

Dla unikniecia stresu mechanicznego korzystne rozwigzanie stanowi ho-
dowla komérek w reaktorze z pneumatycznym mieszaniem cieczy (air-ti/t).
Zapewnia on znacznie tagodniejsze warunki hodowli dzieki temu, ze wyeli-
minowane jest mieszanie mechaniczne. W literaturze mozna spotkac liczne
opisy hodowli komdérkowych w tego typu bioreaktorach (1, 2, 7, 8).
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2.2. Systemy hodowli o wysokiej gestosci komorek

Wspotczesne rozwigzania zmierzajg zdecydowanie w kierunku budowy sy-
stemow hodowlanych pozwalajgcych na prowadzenie hodowli przy du™” za-
geszczeniu komoérek. W ostatnich latach pojawito sie szereg publikacji przed-
stawiajacych rézne konfiguracje aparaturowe i rézne systemy hodowlane
umozliwiajgce uzyskiwanie wysokiej gestosci komorek oraz prowadzenie ich
hodowli metodg cigglta. Oba te kierunki majg decydujgce znaczenie z punktu
widzenia ekonomiki procesu. Wysoka gestos¢ komdérek pozwala na uzyskanie
duzego stezenia produktu, np. przeciwciat, zas mozliwos$¢ hodowli ciggtej zna-
cznie zwieksza efekt}rwny czas produkcji metabolitéw oraz sprzyja utrzymaniu
optymalnych warunkéw $rodowiskowych dla rozwoju kultury. Wiekszos$¢ pro-
ponowanych systeméw tgczy hodowle komdrek z jednoczesng selektsrwng se-
paracjg biomasy komdrkowej lub produkowanych biatek.

Systemy prowadzenia hodowli przy duzej gestosci komorek opierajg sie na
potaczeniu bioreaktora z separatorem (rys. 2). W charakterze separatoréw
wykorzystuje sie moduty mikro- i ultrafiltracyjne, wiréwki przeptywowe oraz
osadniki przepfywowe. Oddzielng grupe systemow reaktorowo-separacyjnych
stanowig reaktory membranowe [hoUow-Jiber i reaktory dicdizacyjne) oraz re-
aktory z komorkami unieruchomionymi.

Rys. 2. System do ciagtej hodowli komérek zwierzecych z recyrkulacjg komdrek.

Modut separatora przeptywowego moze by¢é montowany wewnatrz biore-
aktora lub poza nim. Dzieki takiemu rozwigzaniu mozliwe jest stosowanie
standardowych bioreaktoréw, ktére umozliwiaja petng kontrole i monitorowa-
nie parametrow procesu (18). Umieszczenie separatora poza reaktorem jest
korzystniejsze, gdyz w razie awarii moze on by¢ sterylnie wymieniony bez
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przerywania hodowli. Jednym z podstawowych kryteriow stosowanych przy
wyborze separatora jest jego zdolno$¢ do pracy ciggtej, mozliwos¢ sterylizacji
tennicznej oraz niskie powinowactwo przegrody filtracyjnej do biatek.

2.3. Konfiguracja bioreaktor-modut mikro/ultrafiltracyjny

W ostatnich tatach mozna obserwowac wyjatkowo dynamiczny rozwdj te-
chnik filtracji przez przegrody mikroporowate, a szczeg6lnie technik membra-
nowych. Do najczesciej stosowanych filtrow nalezg mikrofiltry i uttrafiltiy. Pier-
wsze z nich wykorzystuje sie gtownie do separacji zawiesin, przede wszystkim
komorek, dioigie do separacji zawiesin i frakcjonowania makroczasteczek. Zna-
nych jest szereg membran z tworzyw sztucznych i pochodnych celulozy gwa-
rantujacych duzg wydajnos¢ filtracji i mate powinowactwo do biatek.

Separatory filtracyjne sg konfigurowane z bioreaktorem w formie modutéw
umieszonych wewnatrz bioreaktora lub w formie modutéw zewnetrznych.
Z uwagi na duzg polaryzacje membran przez biatka stosowane sa wylacznie
uktady filtracji dynamicznej, gtdwnie z przepfywem stycznym do powierzchni
przegrody fittrac}*nej [cross-Jlow Jiltration). Jednym z przykfadow tego typu
uktadu taczacego bioreaktor z filtrem jest zestaw aparaturowy opisany przez
Takazawe i in. (18). Autorzy ci hodowali komoérki mieszancowe, mysio-ludzkie,
(linie H2 i V6) metodg ciagta. Naczynie hodowlane bylo wyposazone w mie-
szadto mechaniczne. Ponadto w bioreaktorze byta wydzielona strefa osiadania
komorek, do ktérej wprowadzane byty komdrki wracajace z uktadu uttrafit-
tracyjnego oraz Swieza pozywka i powietrze. Modut uktrafiltrach(jny, wyposa-
zony w membrany o punkcie odciecia 10 kD, umieszczony byt poza biore-
aktorem. System ten pozwalat na prowadzenie hodowli w taki sposob, ze
zarowno komorki, jak i substancje wielkoczasteczkowe, tzn. przeciwciata mo-
noklonalne i substancje wzrostowe o duzej masie czasteczkowej, byly utrzy-
mywane caty czas w ukiadzie hodowlanym. Dzieki temu mozliwe byto uzy-
skanie duzej gestosci komodrek, wysokiego stezenia produktow oraz zmniej-
szenie zuzycia pozdwek. Redukcji ulegly takze koszty oczyszczania antyciat
z niskoczasteczkowych biatek. W przypadku komoérek H2 po 10 dniach ho-
dowli uzyskano "gestos¢ komérek na poziomie 1,1 x IO~cm”, natomiast
w przypadku lini V6 uzyskano az 1,7 x 10~ komorek w 1 cm” pozywki. Ste-
zenie przeciwciat monoklonalnych wynosito ok. 2 mg/ml. Czysto$¢ przeciwciat
wzrosta az 18-krotnie w poréwnaniu z hodowlg bez recyrkulacji biatek. Zda-
niem autoréw opisana metoda hodowli spetnia wszelkie kryteria ekonomiczne
i pozw2da na fatwe zwiekszanie skali procesu. Zaznaczy¢ jednak nalezy, ze
wprowadzenie mikroflltracji stycznej do separacji komorek zwierzecych powo-
duje dodatkowy stres mechaniczny (13). Gtéwnym czynnikiem niszczgcym
komorki jest $cinanie laminame, wystepujace w samym filtrze przy przeptywie
komoérek miedzy membranami. Zjawisku temu mozna zapobiec przez dodatek
substancji ochronnych, np. preparatu Pluronic F68 Potyol tub fosfolipidow
sojowych.
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Tabela 1
Zestaw aparaturowy do produkcji przeciwcia¥ monoklonalnych w skali przemystowej (20)

Etap procesu produkcyjnego Wielkosci stosowanych zbiornikéw
przygotowanie pozywek zbiornik do przygotowania 10 000 !
pozywki
zbiornik gotowej pozywki 10 000 !
propagacja komorek bioreaktor laboratoryjny 51
bioreaktor laboratoryjny 20 1
bioreaktor pilotowy 80 !
bioreaktor pilotowy 400 !
produkcja antyciat bioreaktor produkcyjny 2 000 !
metoda ciagty
odbiér ptynu pohodowtanego odbieralnik 10 000 ¢
separacja komorek separator przeptywowy
wiréwka/ultraflitr
roztwor przeciwciat zbiornik 10 000 !
oczyszczanie tinia oczyszczania przeciwciat

Przy uzywaniu mniejszych bioreaktoréw moze by¢ stosowana konfiguracja
bioreaktor/filtr typu hollow-Jiber. Aktualnie na rimku oferowana jest szeroka
gama réznego rodzaju modutdéw typu hollow-Jiber. Ich cena jest stosunkowo
niska, co zwieksza ich atrakcyjno$é. W literaturze mozna spotkac opisy bio-
reaktoréw skonfigurowanych z filtrami typu hollow-Jiber poprzez umieszczenie
modutu filtracyjnego badz wewnatrz bioreaktora, bgdZ poza nim. To drugie
rozwigzanie z punktu technologicznego jest korzystniejsze.

Smith i in. (17) stosowali konfiguracje bioreaktor/filtr typu hollow-Jiber do
ciggtej hodowli komdrek mieszaricowych (linia TWOI). Filtr umieszony byt
poza reaktorem i zawierat membrany o punkcie odciecia 10 kD. Hodowle
prowadzono przez 420 h przy szybkosci rozcieficzania w granicach 1,0i 1,5
obj./dobe. W takich warunkach stezenie komodrek osiggneto poziom 2,1
i 3,6 X 10Mcm”, natomiast koncentracja przeciwciat wynosita ok. 29 mg/I
i byla dwukrotnie wyzsza niz w kontrolnej hodowli okresowej. Podobny uktad
do hodowli komorek mieszancowych stosowali Munster i wsp. (13). Po 20
dobach hodowli gestos¢ komérek osiegneta wartos¢ 10®/cm”, natomiast ste-
Zenie przeciwciat dochodzito do 400 mg/cm~,

Wysoka wydajnos¢ przeciwciat typu IgM uzyskano w bioreaktorze z mie-
szadtem membranowym (12). Reaktor ten jest wyposazony w mieszadto zbu-
dowane z podwdjnej wezownicy poruszajacej sie ruchem pétobrotowsnn wokot
watu mieszadta. Hydrofobowa cze$¢ wezownicy stuzy do wprowadzania po-
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wietrza, a hydrofilna do wymiany pozywki. Bioreaktor ten pracuje w potacze-
niu z mikrofiltrem membranowym typu hollow fiber z porami o S$rednicy
0,3 |im. Opisany zestaw pracowat w ukiadzie perfuzyjndrm (hodowla ciggta;
wymiana pozywki przy retencji komérek). W bioreaktorze hodowano rekom-
binowana linie limfocytéw B do gestosci komérek 2 x 10 ml, po czym utrzy-
mywano te gesto$¢ poprzez czesciowy odbiér nadmiaru komoérek. Maks)nnalna
wydajnos¢ przeciwciat wynosita 250 mg w przeliczeniu na litr wprowadzonej
pozywki i byta dwukrotnie wyzsza od wydajnosci uzyskanej w reaktorze mem-
branowym pracujacym z tym samym ukiadem biologicznym.

Przyktadem reaktora z wewnetrzng membrang filtracyjng moze by¢ reaktor
0 podwojnym dnie z zainstalowang tam ptaskag membrang o porowatosci rze-
du 3 )xm (16). Reaktor taki byt wykorzystywany do ciggtej hodowli komdérek
mieszancowych. Stosujac petng retencje komdrek, uzyskano w nim bardzo
wysoka koncentracje komorek, przekraczajaca 10 cmA.

Analizujac dane dotyczgce zestawoOw reaktor/filtr membranowy odnotowac
nalezy, ze wszystkie publikowane prace wykonywane byly przy uzyciu matych
bioreaktoréw. Czynnikiem ograniczajgcym powiekszanie skali byta niska wy-
dajnosé filtracyjna stosowanych modutow.

2.4. Konfiguracja bioreaktor-wiréwka

Niezwykle ciekawe rozwigzanie pozwalajgce na uzyskanie wysokich kon-

centracji komdrek zaproponowali Van Wie i wsp. (19). Jest nim reaktor wi-
rowkowy o pracy ciagtej (rys. 3). Naczynie hodowlane jest zbudowane w ksztat-
cie stozkowego bebna o kacie nachylenia Scian 24° umieszczonego poziomo
i obracajacego sie w specjalnej obudowie. Wskutek sity odsrodkowej krecacego
sie bebna komdrki sg zageszczane w jego zwezajacej sie czesci. Od tej strony
doprowadzcma jest Swieza pozywka, natomiast jej odpt}w odbywa sie przez
specjalny krociec w szerokiej czesSci bebna. Eksperymenty przeprowadzone
przy uzyciu komoérek mieszancowych H21A1 wykazaly, ze system ten pozwala
na skuteczng kontrole gestosci komoérek w bioreaktorze. Beben hodowlany
obracat sie z szybkoscig 600 - 650 obr/min
wytwarzajac site odsrodkowg 15 - 40 g.
Szybko$¢ rozcienczania pozywki wynosita
0,14-0,35 h*" h Stwierdzono, ze produk-
tywnos$¢ przeptywowego reaktora wiréwko-
wego byta 5-10 razy wyzsza niz w hodow-
lach okresowych.

Is. 3. Bioreaktor wiréwkowy o dziataniu ciggtym.
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2.5. Konfiguracja bioreaktor-osadnik

Zageszczanie komorek poprzez potaczenie bioreaktora z modutem filtracyj-
nym lub wiréwka, tak jak to opisano, wprowadza dodatkowy stres mecha-
niczny. W przypadku wyjatkowo wrazliwych linii komoérkowych czynnik ten
zdecydowanie ogranicza stosowanie tego typu konfiguracji aparaturowych.
Klopotliwe jest takze utrzymanie pelnej sterylnosci zestawu reaktor-filtr.
W celu wyeliminowctnia tych wad mozliwe jest skonfigurowanie bioreaktora
z osadnikiem przeptywowym. Rozwigzanie takie przedstawili Hulschner i in.
(6). Stosowany przez nich system sktadat sie z bioreaktora kolumnowego typu
air-lift z wewnetrzna rurg cyrkulacyjng oraz z przeptywowego osadnika pota-
czonego z bioreaktorem (rys. 2). W celu wywolania przeptywu cieczy przez
osadnik zastosowano chtodzenie pozywki przed wejsciem do osadnika. Dzieki
zwiekszeniu gestosci cieczy uzyskiwano wzrost predkosci jej opadania i w ten
sposéb wymuszano przeptyw w dét osadnika. Jednocze$nie, ochtodzenie po-
zywki wptywato na zwolnienie metabolizmu komdrkowego i ograniczato pro-
blemy wynikajace z niedostatecznego natlenienia i braku Swiezej pozywki
w osadniku. Wymuszony ruch poziwki poprzez jej ochlodzenie pozwolit na
rezygnacje ze stosowania pomp, a tym samym znacznie zredukowat sity Sci-
najace, niszczace komorki. Wykorzystujac ten prosty zestaw aparaturowy do
hodowli hybrydoma uzyskano 17-krotne zwiekszenie produktywnosci biore-
aktora i 4-krotne zwiekszenie stezenia komérek. Przy zastosowaniu odpowied-
nio duzej szybkosci rozcienczania (1,3 d* uzyskano dodatkowy efekt pole-
gajacy na oddzielaniu komorek martwych (ciezszych) od komorek zywych,
przy 100% recyrkulacji tych ostatnich.

2.6. Systemy komaérek immobillzowanych

Obserwujgc ro*6j metod hodowli komoérek ssakéw zwracajag uwage po-
szukiwania nad zabezpieczeniem wrazliwych linii komdrkowych przed ich zni-
szczeniem w trakcie hodowli. W praktyce gtdbwnym sposobem proponowan3nii
przez wiekszo$¢ badaczy jest wprowadzanie komérek w struktury ciat statych
0 charakterze makrokapilar, usieciowanych polimeréw, wzglednie struktur
widknistych. Nalezy jednak podkresli¢ zasadniczg roznice jaka wystepuje mie-
dzy wigzaniem komoérek rosnacych na powierzchni nosnikéw statych, a unie-
ruchamianiem komorek rosnacych w zawiesinie w r6znego rodzaju osrodkach.
W tym drugim przypadku nie mamy do czynienia z adhezjg komérek do
powierzchni no$nika, lecz ze zwyklym fizycznym ich uwigzieniem.

2.7. Hollow-fiber

Duze mozliwosci zageszczania komorek rosngcych w zawiesinie stwarza
bezposrednia hodowla w modutach filtracyjnych typu hollow-Jiber wyposazo-
nych w wiazki cienkich, pustych witokien (6, 9).
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Przykladem takich rozwigzan moze by¢ bioreaktor Centronics (NBS) uzyty
do produkcji przeciwciat monoklonalnych przy zastosowaniu linii WDI (5)
lub reaktor o podwdjnym systemie membran opisany przez Oh i Changa (14).

Ogéblnie nalezy podkresli¢, ze hodowla komérek rosnacych w zawiesinie
w reaktorach membranowych jest jedng z najbardziej udanych technologii
zwigzanych z hodowlami komérkowymi w systemach immobilizowanych. Jest
ona przydatna w hodowlach prowadzonych na matg skale, szczeg6lnie do
produkcji immunodiagnostykéw i biatek z komoérek rekombinowanych. W pra-
ktyce stosowane sg moduty jednostkowe o objetosci do 1 1. W przypadku
koniecznosci stosowania wiekszych objetosci zestawia sie moduty jednostkowe
w systemy rownolegte. Mogg one pracowac w sposéb ciagly przez szereg mie-
siecy, pozwalajac na wyprodukowanie gramowych ilosci przeciwciat w ciggu
miesigca.

2.8. Reaktor dializacyjny ze ztozem statym

Ciekawg metode hodowli komdrek mieszanicowych (linia IVF 19) opisali
Kurosawa i wsp. (9). Zastosowali oni bioreaktor dializacyjny z wydzielonym
ztozem nieruchomym (rys. 4). Wewnatrz reaktora o duzej Srednicy znajduje
sie asjrmetiycznie utozony mniejszy cylinder dializacyjny, ktérego Sciany zbu-
dowane sg z membrany ultrafiltracyjnej o punkcie odciecia 10 kD. We wne-
trzu cylindra dializacyjnego umieszczony jest mniejszy reaktor z wypetnieniem
nieruchomym, rurg cyrkulacyjng i pompa wirowg. Ztoze nieruchome tworzy
warstwa porowatych kulek szklanych. Pozywka pompowana jest od dotu do
perforowanej rury cyrkulacyjnej, skad przeptywa promieniScie na zewnatrz
przez ztoze kulek szklanych i sptywa w d6t do pompy wirowej. W ten sposob
wymuszany jest ruch cieczy w poprzek ztoza. Tlen wprowadzany jest do strefy

F~s. 4. Bioreaktor dializacyjny ze zto-
zem stafym.
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zewnetrznej reaktora, gdzie umieszczone jest mieszadto wieloturbinowe wspo-
magajace transfer tlenu z fazy gazowej do ciekiej. Duza porowato$¢ btony
dializacyjnej umozliwia swobodny transfer tlenu do strefy wzrostu komorek.
Autorzy podaja, ze w systemie tym wiekszos¢ komorek rosta w obrebie kulek
szklanych, gdzie ich gestos¢ wynosita 9,6 x 10® komorek/cm® ztoza. Czes¢
komodrek rosta w zawiesinie i kre"zyta w calej objetosSci poz}wki zamknietej
w cylindrze dializacyjndrm. Zaletg tego rozwigzania jest oddzielenie strefy
wzrostu komorek od strefy natleniania i wymiany pozywki, co dodatkowo
zabezpiecza kulture od zakazenia.

2.9. Kapsutkowanie komorek

Jedng z technologii pozwalajacych na zwiekszenie stezenia komorek i ich
zatrzymanie w bioreaktorze w czasie hodowli cigglej jest kapsutkowanie, tzn.
uwiezienie komorek wewnatrz mikrozbiomiczkéw. Techniki te zostaty prze-
niesione z proceséw mikrobiologicznych i enzymatycznych.

Z uwagi na duze trudnosci w kapsutkowaniu komoérek w polimerach tech-
nika ta ogranicza sie w zasadzie do matej skali, rzedu Kilkudziesieciu litréw.
Od nos$nika wymaga sie dobrych witasciwosci dyfuzyjnych i mozliwie duzej
wytrzymatosci mechanicznej.

Hodowle komdrek immobilizowanych prowadzi sie zwykle w klasycznych
reaktorach w formie ztoza nieruchomego (reaktory kolumnowe i rurowe) lub
ztoza fluidalnego (reaktory z mieszaniem mechanicznym lub pneumatycznym)
(rys. 5). Rozmiary kulek nos$nika wahajg sie od 0,1 mm do 5 mm. Do naj-
szerzej stosowanych nosnikéw oferowanych na rynku nalezg kolagen (Verax),
zelatyna (Cultispher), nosniki ceramiczne (Siran, Schott), a przede wszystkim
alginiany i karaginany.

pozywka
I”s. 5. Systemy bioreaktoréw z unie- _ hioreaktor hioreaktor
ruchomionymi komdrkami zwierzecymi. ze ziozen fluidalnp ze zhozen statp
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Przyktadem hodowli komoérek zwierzecych immobilizowanym w zelu algi-
nianowym moze by¢ kultura komérek mieszaricowych S3H5/Y2bAz2, opisama
przez Lee i in. (10). Autorzy ci stwierdzili, ze zastosowanie immobilizacji po-
zwala na 3-krotne zwiekszenie wydajnosci produkcji przeciwciat w poréwna-
niu do hodowli w zawiesinie.
~ Doskonatym materiatem do immobilizacji komorek sscikow jest siatkowana
3 ca poliwinylowa. Odznacza sie ona duza wytrzimiatoscia mechaniczng
i chemiczng. Ponadto nosnik ten charakteryzuje sie bardzo dobrymi wiasci-
wosciami d3duzyjnymi. Technika przygotowania polimeru oraz zasiedlania go
przez komorki jest prosta, co utatwia powiekszanie skali hodowli. Yamaji
i Fukuda (21) wykorzystali ten no$nik do hodowli mysich myeloma (linia
MPC-11) stosujac prosty reaktor ze ztozem fluidalnym. Obserwowali oni szyb-
ki wzrost komorek. Ich gestos¢ w obrebie nosnika wynosita 1,0 - 1,2 x 10°/ml
natomiast, w pozywce byta 100-krotnie nizsza.

2.10. Wtokna szklane

W hodowlach komorek przyczepno-niezaleznych stosowane sa tez reaktory
kolumnowe z nieruchomym Wsrpetnieniem {packed-bed bioreactors). Do per-
spektywicznych rozwigzah nalezy zaliczy¢ reaktor wypetniony wibknem szkla-
nym. Ramirez i Mutharasan (15) hodowali w takim reaiktorze komorki hybiy-
doma HB32 produkujace przeciwciata monoklonalne. Uzyskali oni wysoka
koncentracje Z3rvych komorek siegajacg 1 x 10~cm” objetosci pozywki, za$
produkcja przeciwciat wahcita sie od 100 do 140 mg/lh. Jako wypetnienie
stosowane byty widkna ze szkta borosilikatowego o srednicy 1 mm. Napowie-
trzanie pozywki odbywato sie poza reaktorem kolumnowym w oddzielnym
naczjrniu. Analiza matematyczna procesu wskazuje, ze system ten nadaje sie
doskonale do powiekszania skali i jest bardzo tani.

3. Whnioski koncowe

Znaczna cze$é stosowanych obecnie linii komdrkowych ma zdolno$é wzro-
stu w formie zawiesiny. Pozwala to na stosowanie bioreaktoréw uzywanych
do hodowli mikroorganizmoéw, przy czym wymagane sg modyfikacje konstruk-
cyjne polegajace na zmianie geometrii dna, systemu napowietrzania i typu
mieszadta. Mozliwos¢ stosowania swobodnie rosngcych komdérek znacznie uta-
twia powiekszanie skali hodowli. W praktyce tylko systemy hodowli komorek
rosngcych w zawiesinie dajg mozliwosci dowolnego powiekszania skali.

W przypadku produkcji biatek przez kultury komorkowe wyraznie zaznacza
sie tendencja do stosowania takich systemow hodowli, ktére umozliwiajg pro-
wadzenie proceséw ciagtych przy duzej gestosci komorek i jednoczesnej se-
lektywnej separacji metabolitéw. Wiekszo$¢ prowadzonych aktualnie prac
technologicznych i bioinzynieryjnych poswiecona jest opanowaniu hodowli
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w uktadzie aparaturowym taczacym bioreaktor z separatorem. Zapewnia to
kontrolowang recyrkulacje komdrek i selektywne usuwanie zu”ej pozywki.
Dzieki wysokiej koncentracji komdérek uzyskuje sie od 5 do 40-krotny wzrost
produktywnosci bioreaktora.

Polaczenie bioreaktora z uktadem dynamicznej ultrafiltracji umozliwia uzy-
skiwanie produktow o wysokiej czystosci. System ten pozwala na zatrzymy-
wanie substancji wielkoczasteczkowych, w tym czynnikéw wzrostowych, co
zmniejsza dodatek surowicy do pozywek. Stosowanie ciggtej metody hodowli
jest jednak znacznie trudniejsze, szczeg6lnie ze wzgledu na niebezpieczeristwo
zakazen oraz koniecznos¢ stosowania dobrze ustabilizowanych linii komor-
kowych (20). Rec3rrkulacja komoérek Wsrmaga tez znacznie drozszej aparatury
i wiekszej dyscypliny pracy.

Dotychczas na duzg skale ciggta metoda hodowli zostata opracowana tylko
dla systemow przeptywowych w uktadzie chemostatu. Najwieksze naczynia
hodowlane siegajg w tym przypadku objetosci 2000 1. System ciagltej hodowli
z retencja lub rechin*kulacja komorek w tak duzej skali nie zostat jeszcze do-
statecznie opracowany.

Ze wzgleddw praktycznych, stosowane sg nadal prawie wytacznie hodowle
okresowe i ich modylikacje. Sg one dopracowane pod wzgledem technologi-
cznym i aparaturowym i stwarzajg znacznie mniej problemoéw operacyjnych.
Wszystko jednak wskazuje na to, ze przyszto$¢ bedzie naleze¢ do procesdéw
ciggtych prowadzonych przy podwyzszonych gesto$ciach komorek.

Historyczny rys rozwoju technik hodowli komérkowych ssakOw (3)

1885 Przechowywanie komérek zarodkoéw kurzych w roztworze soli

1897 Utrzymywanie przy zyciu komorek krwi w surowicy i plazmie

1907 Hodowla komérek nerwowych zaby in vitro

1916 Woprowadzenie tryps}my do obrébki subkultur komoérek prz:yczepno-zaleznych

1940 Ochrona kultur przed zakazeniem przez wprowadzenie do pozywek antybiotykow

1948 Izolacja flbroblastéw mysich zdolnych do tworzenia klonéw z pojedynczej komorki

1949 W?zost wirusa polio na kulturze ludzkich komoérek embrionowych

1952 Opanowanie ciggtej linii komérkowej HelLa (rak szyjki macicy)

1955 Opracowanie sktadu chemicznego pozywki przez Eagle’'a

1961 Izolacja ludzkich flbroblastow (WI-38) i ich hodowla tn vitro

1964 Wprowadzenie selekcyjnej pozywki HAT

1965 Woprowadzenie pierwszej bezsurowiczej pozywki do hodowli komdrkowych

1965 Fuzja komérek mysich i ludzkich

1975 Uzyskanie produkcji przeciwciat monoklonalnych przez komoérki mieszancowe (Ko-
hler i Milstein)

1978 Opracowanie podstaw do rozwoju pozywek bez dodatku surowicy ztozonych z mie-
szaniny hormonéw i czynnikéw wzrostowych

1982 Otrzymanie insuliny jako biatka rekombinowanego, ktére zostato dopuszczone do
celéw terapeutycznych

1987 Wprowadzenie na rynek tPA (tissue-type plasminogen activator) produkowanego
przez zrekombinowane komorki zwierzece
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Pilot plant and industrial systems for animal cell cultivation.
[l. Anchorage independent cell cultures

Summary

In the last decade fast development of modem cell culture techniques is observed. Some
new high performance cell culture bioreactors are being designed and tested. These reaetors are
usually configurated with cell separators to eell recyeling. As separators, microfilters, ultraiilters,
continuous flow centrifuges and settlers are proposed. The main systems allowing to carry out
the high cell density cultures and numerous technological applications of these systems are
presented in this review.
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