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PROTECCIÓ DEL PROCÉS DE MORT CEL∙LULAR PROGRAMADA 

EN CULTIUS IN VITRO DE CÈL∙LULES ANIMALS  
 

 

 

El potencial que ofereix l’ús a gran escala de molècules produïdes en cèl·lules animals en 

diagnòstic, terapèutica i processos de purificació, entre d’altres camps d’interès biotecnològic, ha 

portat a les empreses farmacèutiques a dirigir l’atenció cap a la millora de processos basats en el 

seu cultiu per obtenir densitats cel·lulars i concentracions de producte cada vegada més elevats. 

En aquestes condicions, un dels principals obstacles amb que es topa el cultiu en bioreactors és la 

pèrdua de viabilitat dels cultius i l’acumulació de cèl·lules mortes dins els bioreactors degut a 

factors com l’agitació, exhauriment de nutrients i de factors de creixement, així com elevades 

concentracions de subproductes tòxics del metabolisme. Això limita el progrés del cultiu per dos 

motius: primerament, per la necessitat de ràpides velocitats de divisió cel·lular per substituir les 

cèl·lules mortes, que fan reduir la productivitat específica; i, d’altra banda, per l’alliberament de 

proteases, DNA i altres components de les cèl·lules mortes, que porten a la degradació del 

producte d’interès i compliquen la seva purificació. 

 

Davant la impossibilitat econòmica i física de controlar enginyerilment tots els paràmetres 

involucrats, en aquest treball se suggereix la possibilitat d’utilitzar estratègies de perfusió 

bifàsica en cultius de cèl·lules d’hibridoma, en els quals, després d’un període inicial de 

creixement exponencial, es perfusiona un medi de cultiu modificat que alenteixi el creixement, 

evitant així el consum desmesurat de nutrients i la producció excessiva de subproductes tòxics 

del metabolisme. Entre les modificacions efectuades s’hi inclou la substitució, reducció i addició 

de components del medi, dels quals els millors resultats s’han obtingut disminuint la 

concentració de sèrum del medi, així com substituint la principal font de carboni i reduint les 

concentracions de fosfats.  

 

Malauradament, aquesta reformulació del medi de cultiu, si bé permet alentir la proliferació 

cel·lular, encara provoca l’augment del nombre de cèl·lules no viables que moren, com es 

demostra en aquest treball, seguint un procés de desmantellament intern perfectament ordenat, 

codificat genèticament, que es coneix amb el nom de mort cel·lular programada o apoptosi. 
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Aquest tipus de mort cel·lular es desenvolupa per unes vies bioquímiques establertes, que han 

estat cartografiades en l’hibridoma KB26.5 amb l’objectiu d’identificar-hi dianes per a una 

intervenció genètica orientada a retardar el procés de mort per apoptosi en situacions inductores 

d’aquesta dins els bioreactors. 

 

En primer lloc, es va estudiar el paper del mitocondri com a punt central en la transmissió del 

senyal de mort cap a les molècules executores de l’apoptosi i on hi realitzen la seva funció 

reguladora els membres de la família del Bcl-2. Així, es va determinar que la manca de nutrients 

desencadenava la sortida del Citocrom c de l’espai intermembrana mitocondrial al citoplasma, 

provocant l’activació de la cascada proteolítica de les Caspases, la importància de les quals en 

l’execució del procés apoptòtic en l’hibridoma KB26.5 ha quedat palesa en experiments 

realitzats amb inhibidors peptídics específics d’aquestes proteases. L’ús d’aquests pèptids 

sintètics ha permès no només retardar la pèrdua de viabilitat dels cultius si no també recuperar-

los fins a 36 hores després d’haver induït la mort per manca de glutamina. Malauradament, el seu 

ús resulta inviable econòmicament per volums de cultiu a escala de bioreactor.  

 

Malgrat tot, els resultats obtinguts suggereixen la via de les Caspases com a punt clau per al 

bloqueig de l’apoptosi. Per aquest motiu, s’han utilitzat estratègies d’inhibició genètica a dos 

nivells diferents: sobre membres iniciadors de la ruta de les Caspases i en la protecció de 

l’alliberament del Citocrom c de mitocondri. 

 

D’entre les diferents possibilitats suggerides per la literatura, es va optar per la sobreexpressió 

de Bcl-2 i Bcl-XL, així com dels seus homòlegs vírics KSBcl-2 i BHRF-1, per evitar 

l’alliberament del Citocrom c de mitocondri, punt previ a l’activació de les Caspases; i la 

sobreexpressió de X-IAP i P35 per a la inhibició específica de les Caspases 3, 7 i 9. 

 

Els resultats han evidenciat la capacitat protectora d’aquestes proteïnes i han permès alentir la 

disminució de la viabilitat provocada per l’exhauriment de nutrients al medi respecte els cultius 

control. A més a més, la sobreexpressió dels membres protectors de la família del Bcl-2, tant 

d’origen endogen com víric, han permès recuperar la viabilitat cel·lular de cultius que havien 

estat sotmesos a condicions inductores de l’apoptosis durant 48 hores. 

 

Aquests resultats demostren la viabilitat d’incorporar una vàlvula de seguretat genètica que 

permet retardar el procés de mort per apoptosi de cèl·lules que, en altres circumstàncies, moririen 
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i s’acumularien en el bioreactor. A més a més, la sobreexpressió de gens antiapoptòtics fa les 

cèl·lules més resistents i permet recuperar cultius que, per causes accidentals inherents a la 

metodologia emprada en el monitoratge i control del bioprocés o per limitacions físiques de 

subministrament de nutrients, factors de creixement i oxigen, es vegin sotmeses a condicions 

inductores de l’apoptosi.  

 

D’aquesta manera, el treball que aquí es presenta contribueix a la creació d’un sistema de cultiu 

més robust que evitaria l’enorme pèrdua de rendibilitat en el procés d’obtenció del producte 

desitjat que es dóna quan un cultiu entra en la fase de mort per apoptosi.  

 

A més a més, els coneixements adquirits del metabolisme de l’hibridoma i dels seus 

mecanismes d’inducció de l’apoptosi, han permès dissenyar i generar vectors bicistrònics que 

enlloc de contenir un marcador de selecció que confereixi resistència a un antibiòtic, que és 

sempre un agent tòxic per la cèl·lula, contenen en la seva seqüència el gen de la glutamina 

sintetasa, que permet als hibridomes sobreviure en medis on, enlloc de glutamina, hi hagi present 

glutamat. Aquest canvi en la formulació del medi no suposa l’addició d’antibiòtics que, d’altra 

forma, no podrien ser utilitzats a escala industrial, degut al seu elevat cost. 
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