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ПОЛУЧЕНИЕ ПРЕПАРАТИВНОГО КОЛИЧЕСТВА
МОНОКЛОНАЛЬНЫХ АНТИТЕЛ МЕТОДОМ IN VITRO

Шрамко А.Ю.

Европейская Конвенция по защите экспериментальных животных,
принятая в 1986г., декларирует нравственный долг человека перед всеми
животными и заявляет о необходимости уменьшить страдания животных при
опытах на них, поскольку животные способны испытывать боль и страх.

Подсчитано, что ежегодно в мире используется для опытов 50-100
миллионов позвоночных животных. Опыты проводятся в университетах,
медицинских училищах, фармацевтических компаниях, фермерских хозяйствах,
оборонных и коммерческих предприятиях. Опыты относятся к генетике,
биологии развития, этологии и прикладным исследованиям: биомедицинским,
ксенотрансплантации, тестирования лекарственных препаратов, проведение
токсикологических опытов. Практически все достижения XX и XXI веков в
области медицины, ветеринарии и биологии, каким-либо образом зависели от
опытов на животных.

Для производства современных диагностических тест-систем остро стоит
вопрос наработки препаративного количества моноклональных антител (МКА) –
одного из основных компонентов тестов. Получение препаративного количества
МКА также сталкивается с проблемой использования для этих целей мышей
линии Balb/c, которым парентерально вводят гибридные клетки. После
образования опухоли мышей забивают, вскрывают и отбирают асцитную
жидкость. Альтернативным решением для получения препаративного
количества МКА, исключающим использование подопытных животных,
является культивирование гибридных клеток методом in vitro, на искусственных
питательных средах.

Целью нашей работы явилось получение препаративного количества
моноклональных антител в условиях in vitro.

Материалы и методика исследований. В процессе работы были
использованы: штамм гибридных культивируемых клеток животных Mus
musculus Mab/2F9В11-p24 адаптированных к росту на синтетической
бессывороточной среде EX-CELL, используемый для получения МКА к
полипептидному антигену p24 вируса лейкоза крупного рогатого скота
(регистрационный номер С-RKM 0277), синтетическую среду EX-CELL, колбы
Тартаковского, стекляные флаконы (V 500 мл), пластиковые матрацы V50 и 75
мл, СО2-инкубатор, механический шейкер (Orbital Shaker bioSan).

Результаты исследования. Для приготовления матричной культуры
проводили реконсервацию гибридного штамма Mus musculus Mab/2F9В11-p24.
Для этого криопробирки извлекали из сосудов Дъюара с жидким азотом и



переносили в водяную баню при температуре 37oС на 1-1,5 мин. Затем
содержимое пробирки ресуспендировали в 10 мл теплой среды с целью отмывки
от консервирующих веществ. После центрифугирования осадок разводили в 5 мл
среды EX-CELL и переносили на матрац. На третий день культивирования
наблюдали под микроскопом рост колоний и размножение клеток на матрацах.
На пятые сутки проводили пересев клеток с целью получения маточной
культуры, для этого с матраца V 25-50 мл легким суспендированием
производили смыв клеток и переносили в матрацы с большим объемом на 75 мл
среды EX-CELL. Культивирование проводили при 37oС и содержанием в
атмосфере 5% СО2. При просмотре суточной культуры наблюдали прикрепление
клеток ко дну матраца и начало образования колоний. На третьи сутки клетки
смывали и производили подсчет в автоматическом счетчике ТС10 BioRad (США),
количество клеток составило 9*106 в мл. Культуру клеток смывали  и переносили
для дальнейшего культивирования в бутыль из стекла V 500 мл, в которую
предварительно вносили 300 мл среды EX-CELL. Суспензию культивировали в
СО2-инкубаторе в течение трех дней при постоянном перемешивании на
автоматическом шейкере Orbital Shaker. На третий день среду отбирали и
производили подсчет клеток. Количество клеток в суспензии составило 13*106

мл.
Способность гибридного штамма клеток вырабатывать антитела заданной

специфичности была проверена на пятый день культивирования в непрямом
варианте твердофазного иммуноферментного анализа. В качестве антигена для
сенсибилизации планшета использовали полипептидный антиген p24 вируса
лейкоза КРС в концентрации 10 мкг/мл. В результате было установлено наличие
в суспензии специфических антител, при этом титр составил 1:2048.
Культуральную жидкость после центрифугирования, разделили на аликвоты по
50 мл и оставили на хранение при -20oС. Осадок ресуспендировали в 10 мл
ростовой среды и переносили по 5мл в две колбы Тартаковского с питательной
средой V 210 мл. Культивировали в СО2-инкубаторе при температуре 37oС. На
следующие сутки при просмотре суспензии клеток наблюдали прикрепление
клеток ко дну колбы и активный рост колоний. На восьмой день
культивирования клетки смывали и производили подсчет. Количество клеток
составило 15*106. Активность специфических антител из культуральной
жидкости проверяли в непрямом варианте ИФА, титр составил 1:4096.

В результате проведенных исследований отработана методика наработки
препаративного количества моноклональных антител в условиях in vitro,
получено 1500 мл культуральной жидкости с высоким титром 1:4096
специфических антител, которую будем использовать в дальнейшей работе. При
этом необходимо отметить, что в работе нами не использовались лабораторные
животные, что отвечает основным положениям Европейской Конвенции по
защите экспериментальных животных.
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