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(54) Zpulsob kultivace hybridomi a myelomovych bunék

Zpisob kultivace hybridomd a myelomo-
v¢ch bun&k na syntetickém kultivaénim médiu,
které obsahuje zdkladni sloZky jako jsou
anorganické soli, monosacharidy, amino-
kyseliny, vitaminy, latky tlumfci zmény
pH a indikator zmé&ny pH, a suplement
spodivd v tom, %Ze se kultivace provddi na
zékladnim médiu v p¥itomnosti 2x10~° a%
1x10"2 mol/l suplementu, tvo¥eného nejmé-
né& jednou vodorozpustnou slouleninou Zeleza. 4
Kultivaci je vyhodné provaddt jedtd v pii~-
tomnosti sloudenin stopovych biogennich
prvkid, kyseliny askorbové, steroidnich
latek nebo aminu pfi teplotd 4 a% 40 °cC,
pH kultiva®nfho média 6,0 aZ 8,0 v atmosfé-
¥e nad kulturou obsahujfci 1 aZ 10 % obj.
oxidu uhliditého.
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Vyndlez se tykA zpusobu kultivace hybridomd a myelomovych bunék in vitro.

Hybridomy konstruované somatickou hybridisac{ myelomové buiky a lymfocytu syntetizujici-
ho protildtkou jsou prumyslové pouZivdny k vyrob& monoklondlnich protilétek. Myelomové bunky,
do nichZ je metodami genového inZenyrstvi zaveden gen pro biologicky aktivni bilkovinu,
nap¥iklad enzym, inhibitor enzymu, hormon, imunoregulédtor, jsou téZ primyslové pouZivény
pro vyrobu t&chto bflkovin.

Dosud se hybridomy a myelomové bunky kultivuji tak, %e se buiky nejprve namno¥f v labo-
ratornich nddobéch, jako jsou plastikové misky a lahve, kultivace a produkce bflkoviny se
dokoné{ v primyslovém fermentoru. Monoklondlni protildtka nebo jind do kultiva&niho média
vyloudend bilkovina se ziskdv4 z kultiva&niho média po odst¥edéni nebo odfiltrovani bunék.
Isolace produktované bilkoviny je tim obti%n&j8{ a nékladn&jsi, &im vice bilkovin ptvodni
kultivaén{ médium obsahovalo. Koncentrace produkované bilkoviny, nap¥iklad monoklondlni
protildtky v kultivaénim médiu, je pom&rné& nifzk&. Ekonomickd vyhodnost vyroby je limitovéna
cenou sloZek kultivadniho média. Syntetické kultivadéni médium obsahuje zékladni kultivaéni
slozky a suplement.

zZdkladni kultiva&nf sloZky jsou anorganické soli, nap¥iklad chlorid sodny a fosfore&nan
sodny, monosacharidy, nap¥iklad glukosa nebo galaktosa, aminokyseliny, nap¥iklad tryptofan,
methionin, threonin, glutamin, vitaminy, napfiklad thiamin a nikotinamid, létky tlumici
zm&ny pH, napfiklad N~2-hydroxyethylpiperazin-N"-2-ethansulfonovad kyselina, popi¥ipadé
pyrohroznan sodny, antibiotika a indik&tor zm&ny pH. Tyto zdkladn{ kultiva&ni sloZky jsou
pro hybridomy a myelomové bunky, stejnd tak jako pro jiné %ivodi¥né buhky samy o sob& nedosta-
tednd, a proto jsou doplhovény 10 % objemovymi krevnrtho séra, nap¥iklad hovEziho, kofiského
nebo fetdlniho telecfho séra. Krevni sérum vnadS{ do kultivalénfho média nezndmé latky, z nichZ
n&které rast bund&k podporujil, jiné mohou rist potladovat. Krevni séra je proto nutné p¥fed
pouzitim testovat a vybirat vhodné SarZe. Tim vzristaji ndklady na vyrobu kultivainiho média.
ProtoZe vhodnych rist podporujfcfch krevnich sér byl nedostatek, byly vyvinuty receptury
kultiva&nich médii, tzv. bezsérovych, v nich? je sérum nahraZeno n&kolika definovanymi
bilkovinami, nejéast&ji transferinem, sérovym albuminem a insulinem a p¥ipadné dalSimi
l4dtkami, jako jsou mastné kyseliny, aminy a nizkomolekuldrnf{ hormony (Kova¥ J., Fran&k F.,
Methods in Enzymology 121:277, 1986).

Vedkeré bilkoviny dosud p¥iddvané do kultiva&nich médif{ pro kultivaci hybridomd nebo
myelomovych bundk musf{ byt prosté toxickych p¥imési, v dusledku tohoto vysokého stupné
distoty je jejich cena pom&rné vysoké.

Dal3{ nev¢hodou stdvajicich kultiva&nich médii je obtiZnd isolace produktd Zivotni
¢innosti hybridomd pop¥ipad® myelomovych bun&k z kultiva®nfiho média, kterd spolivd v nékolika-
nédsobném oddélovdni Z&danych produktd bilkovinné povahy od bilkovin obsaZenych v kultivadnim
médiu v mnohondsobném p¥ebytku.

Uvedené nevyhody odstrahuje zplsob kultivace hybridomd nebo myelomovych bundk na
syntetickém kultiva&nfm médiu obsahujfcim zdkladnf sloZky, které jsou tvofeny anorganickymi
solemi, monosacharidy, aminokyselinami, vitaminy, l&tkami tlumfc{ pH, indik&torem zm&ny
pH a suplementem podle vyndlezu. Jeho podstata spo&ivd v tom, Ze se kultivace provadd{ na
zédkladnich sloZkéch v p¥{itomnosti 2x10-5 aZ 1:".10_2 mol/1l vodorozpustnych sloudenin Zeleza.

Kultivaci je vhodné provéd&t ddle v p¥itomnosti 0,002 aZ 2 mg/l sloudenin biogennich
stopovych prvkl, nap¥fklad selenu a zinku, nebo 1 a%Z 100 mg/l kyseliny askorbové, popfipadd
0,000 1 az 0,01 mg/l steroidnich latek, jako je t¥eba hydrokortison.

Kultivaci je vyhodné providét téZ za p¥itomnosti 0,1 aZ 15 mg/l aminl, nap¥iklad

ethanolaminu.
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Kultivace hybridomt, pop¥ipadé myelomovych bunék se provaddi p¥i teploté 4 a% 40 %

a pH kultiva®niho média 6,0 a% 8,0 a v atmosfé¥e nad kulturou obsahujici 1 a% 10 % obj.
oxidu uhli&itého.

Bylo zjiSténo, Ze jedinou zcela neposiiadatelnou bilkovinAou sloZkou bezsérového kulti-
va&niho média je transferin (Kovd¥ J., Franék F., Methods in Enzymology 121:277, 1986).
JelikoZ transferin funguje jako pF¥enaSe& Zeleza z prostfed{ do bufky, byly v dalfich pokusech
pridavany do kultiva&niho média rlzné vodorozpustné sloudeniny Zeleza ve vy&8ich koncentra-
cich neZ jaké kdy byly v kultivadnich mddai.ck Cosud pouZity.

Rada autord (nap¥iklad Phillips P. D., Cristofalo V. J., Exp. Cell Res., 134:297, 1981;
Perez~Infante V., Mather J. P., Exp. Cell Res., 142:325, 1982; Taetle R., Thyner K.,
Castagnola J., To D., Mandelsohn J., J. Clin. Invest., 57:1 061, 1985) pouZila jako ndhradu
5 az 20x1078 mol/1.

Tyto koncentrace jsou v8ak v p¥ipad® hybridoml a wyelomovych bunék nedostatelné.

transferinu vodorozpustné slougeniny Zeleza v koncontracich 1x10°

Ukédzalo se, Ze sloudeniny %eleza nejsou pro hybridomy a myelomové bufky toxické az

do koncentrace 1x1072

mol/1l a naopak umoZiuji rést hybridomi a myelomovych bundk v kultiva&-
nim médiu, v némZ nenif p¥itomna Z4dna bilkovina. Mezi sloufeniny Zeleza, schopné nahradit
transferin, pat¥f{ nap¥iklad siran Zeleznaty, chlorid Zelezity, citronan Zelezity a ferikyanid
draselny. 0&inné koncentrace se pohybuji v rozmezi 2.‘410_5 az 1072 mol/1.

Hlavnimi vyhodami zplsobu kultivace podle vyndlezu je podstatné sniZeni ceny kultivad-
niho média, které se promitd i do ceny bunkami vyludované bilkoviny a snadnd isolace bilko-
viny produkované hybridomovymi popfipadé® myelomovymi bunkami, protoZe bunkami vylu&ovand
bilkovina je jedinou bflkovinou nachazeijici se po kultivaci v kultiva&énim médiu.

Zphsob kultivace hybridomtt a myelomovych bundk podle vyndlezu je dokumentovédn v nésle-
dujfcich p¥fkladech.

P¥{fklad 1

Buiky hybridomu PLV-01 byly inokulevdny v mnoZstvi 50x10° bunék/ml do 6 ml bezbilko-
vinného kultivadniho média, které jako zdkladni sloZky obsahovalo médium RPMI 1 640, L~gluta-
min (300 mpg/ml), pyrohroznan sodny (110 mg/ml), N-2-hydroethylpiperazin-N"-2-ethansulfonovou
kygelinu (1,5xl0"2 mol/1), penicilin (100 jednotek/ml), streptomycin (100 mg/ml) a
gentamycin (40 pg/ml). Bezbflkovinné kultiva&éni médium pak obsahovalo jako suplement tyto
p¥idané lAtky: ethanolamin (2)(10_5 mol/l), kyselinu askorbovou (2)(1()-5 mol/1l), hydrokortison
(sx10~° mol/1), siran kademnaty (CdS0,.8/3 H,0, 5x10”8 mol/1l), chlorid kobaltnaty
(CoCl,.6 H,0, 1x107° mol/l1), sfran médnats. (Cus0,.5 H,0, 1x107% mo1/1), molybdenan amonny
((NH,) (MO, 0,, .4 HyO0, 5x10" 10 mol/1), c}?lorid manganaty (MnCl,.4 H,0, 5x10710 mol/1),
siran nikelnaty (NiSO,.6 H,0, 2:?x10~1b mol/1), seleniZitan sodny (Na,SeO,, 43}8_8 mol/l),
k¥emititan sodny (Nazsi03, 2%x10 mol/1l}, chlorid cinaty (SnC12.2 H20, 2,5%x10 nol/1l),
vanadidnan amonny (NH4VO3, 2,5x10-9 mol/l), siran zinedénaty (ZnSO4.7 HZO' 1;{10_6 mol/1l),

a citronan Zelezity (5x10°% mol/1).

Po 4 dnech kultivace v termostatu ve vlh&ené atmosféf¥e 5 % obj. oxidu uhliditého ve
vzduchu p¥i teploté 37 °c a pH = 7,6 se bunhky namnoZily na l,58x106 buné€k/ml. Poet buné&k
se tedy b&hem kultivace p¥ibliZn& zt¥icetindsobil.

P¥{klad 2

stejnym zplsobem jako v p¥ikladu 1 byly kultivovdny buiiky myelomu FO a hybridomu
CMH-02 v l-ml objemech kultivadnfho média v jamkdch plastikové kultivadni desti&ky. Po jednom
dnu kultivace za vySe uvedenych podminek byl stanoven podet bun&k v jamce a po dalsich
24 hodin&ch byl stanoven polet bun&k znovu. Tak byla stanovena st¥edni doba zdvojeni v expo-
nencidlni réstové f4zi, kterd je pro myelom FO 15,6 hod. a pro hybridom CMH~02 14,6 hod.
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PY i{iklad 3

Bunky hybridomu PLV-01 byly inokulovény v mnoZstvi 10x103 bun&k do 0,1 ml z&kladnich
slozek uvedenych v p¥fkladu 1. Jako suplement bylo do kultiva&niho média p¥idéno 2x10_4 mol/1l

ferikyanidu draselného.

Po t¥ech dnech kultivace p¥i teplotd 37 % a 4,5 % obj. oxidu uhliditého, ve vlhdend
atmosfé¥e, pri pH média 7,4 se buitky namnoZily na 42x103.

P¥iklad 4

Bunky hybridomu PLV-01 byly inokulovdny v mnoZstvi 10x103 bun&k do 0,1 ml zdkladnich
sloZek uvedenych v p¥ikladu 1. Jako suplement bylo do kultiva®niho média p¥idéano lxlo~4 mol/1.
siranu Zeleznatého.

’

Po t¥ech dnech kultivace p¥i teplotd 37 o¢ a 4,5 % obj. oxidu uhli&itého ve vlhené

atmosféfe p¥i pH média 7,4 se bufky namnoZily na 33x10°.

P¥iklad 5

Buhky hybridomu PGG-05 byly inokulovédny v pol&tu 60x103 bunék do objemu 1 ml bezbflko-
vinného kultivaéniho média jako v p¥fkladu 1. Kultivace probihala za stejnych podminek jako
v p¥ikladu 1.

Pro srovndni byl tentyZ hybridom v témZe mnoZstvi inokulovAn do z&kladnich sloZek,

k nimZ byl p¥id&n transferin v koncentraci 5 mg/l a insulin v koncentraci 10 mg/l.

Po 4 dnech kultivace byl stanoven pofet bun&k v obou kultiva&nfch médiich a koncentrace
. monoklondlni protildtky, vyjéd¥end v relativnich jednotkich absorbance s pouZiti{m enzymo-
imunologického testu zaloZeného na stanoveni peroxidasové aktivity.

Pfi kultivaci podle vyndlezu v p¥itomnosti citronanu Zelezitého v bezbilkovinném kulti-
vaénim médiu stoupl polet bun&k na 675x103/m1 a koncentrace monoklondlni protildtky vyjad¥e-
nd v relativnich jednotk&ch absorbance m&la hodnotu Ao = 1,32. Ve srovnivacim pokusu pfi
kultivaci v bilkovinném médiu s transferinem a insulinem stoupl polet bunék na 731x103/m1
a koncentrace monoklondlnf protildtky vyjéd¥end v relativnich jednotkdch absorbance méla

hodnotu A490 =1,26.

PREDMET VYNALEZU

1. Zpisob kultivace hybridomd a myelomovych bunék na syntetickém kultivadnim médiu
obsahujicim zdkladni sloZky tvo¥ené anorganickymi solemi, monosacharidy, aminokyselinami,
vitaminy, lAtkami tlumfc{ zm&ny pH a indikétorem zmé&ny pH, a suplement, vyznatujici se tim,
e se kultivace provad{ na zé&kladnich slo¥kdch v p¥itomnosti 2x107° az 1x107% mol/1
suplementu tvofeného nejmén& jednou vodorozpustnou sloudeninou Zeleza, napfiklad chloridem
Zelezitym, citronanem Zelezitym, siranem Zeleznatym nebo ferikyanidem draselnym p¥i teploté
4 a¥ 40 °C a pH kultiva&niho média 6,0 a% 8,0 v atmosfé¥e nad kulturou obsahujfci &4 a¥
10 % obj. oxidu uhliditého,

2. 2Zpdsob podle bodu 1, vyznadujici se tim, Ze se kultivace provddi v p¥itomnosti

0,001 aZ 2 mg/l slouenin stopovych biogennich prvki, nap¥iklad selenu a zinku.

3. Zpisob podle‘bodﬁ 1 a 2, vyznatujici se tiﬁ, Ze se kultivace provadd{ v pEftomnosti
1 a¥ 100 mg/l kyseliny askorbové. ’
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4. Zpusob podle bodl 1 a%Z 3, vyznalujic{ se tim, Ze se kultivace provddi v p¥itomnosti
0,000 1 aZ 0,01 mg/l steroidnich ldtek, nap¥fklad hydrokortisonu.

5. Zpusob podle bodd 1 aZ 4, vyznadujici{ se tfm, Ze se kultivace prov&di v p¥itomnosti
0,1 aZ 15 mg/l amin®, nap¥fklad ethanolaminu.
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