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6. ESTRATEGIES D’OPERACIO | CONTROL DE
NUTRIENTS EN CULTIUS D’HIBRIDOMES.

6.1. ESTRATEGIES D’OPERACIO AMB CEL-LULES ANIMALS.

Com ja s'ha comentat ala Introduccio, |’ optimitzacié del procés passa per provar quin
dels possibles modes d' operacié és més indicat per a cultiu d’ hibridomes. En aquest capitol
es consideren les caracteristiques dels quatre principals modes d’ operacié (esquematitzats a la
Figura 6.1) i Sapliquen a cultiu de cél-lules d’ hibridoma, utilitzant els equips de mesura i
control desenvolupats en els anteriors capitols. L’estratégia de cultiu escollida com més
apropiada sera la que permeti assolir I’ objectiu desitjat. En aquest cas es tracta d obtenir €l
major nombre de cél -lules viables, d’ una banda, i també mantenir e maxim de temps possible
la durada del cultiu. Aquests dos factors son els que contribueixen a I’ augment de la integral
de cé-lules viables, magnitud important, donat que la quantitat final d’anticos produit és
proporcional alaintegral de cel-lules viables obtinguda al Ilarg de tot €l cultiu.
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Figura 6.1. Diferents tipus d operacié amb reactors de tanc agitat per a cultius de cél-lules animals. 1)
Discontinu o batch. Tots els components s addicionen abans del cultiu. 2) Discontinu aimentat o fed-batch.
S addiciona un corrent d' aliment concentrat durant I’ operacid. 3) Continu. S addiciona un corrent d’aliment i
S extreu continuament un corrent de producte amb cel-lules. 4) Perfusio. S addiciona un corrent d’aliment i
S extreu un corrent de producte, implementant-se un sistema de retencié per ales cél-lules extern o intern.

99



Estratégies d’Operacio i Control de Nutrients en Cultius d’Hibridomes.

Tal com s’ ha comentat a |’ apartat 2.3.5 d’ aquesta memoria, els sistemes de cultiu in
vitro emprats per a céllules animals es poden separar basicament en dos tipus (Kearns, 1990):
cultius homogenis en que les cél-lules creixen en suspensié i cultius heterogenis en que les
cel-lules es troben immobilitzades. En aquest darrer cas s acostuma a utilitzar el mode
d’ operacié en continu, obtenint-se aixi els anomenats cultius de cél-lules immobilitzades en
perfusié. Per als cultius homogenis 0 en suspensié de cél-lules animals els principals modes
d’ operaci utilitzats son: discontinu o batch, discontinu alimentat o fed-batch, i continu. A la
Figura 6.1 es visualitzen les principal s caracteristiques de cadascun d’ aquests sistemes.

6.2. OPERACIO EN DISCONTINU.

Els sistemes en discontinu han estat des de sempre els més utilitzats per portar aterme
processos de cultiu in vitro amb cél-lules animals. La seva facilitat d’ operacio els ha convertit
en els preferits en processos industrials, basicament per la seva baixa complexitat, ata
versatilitat i baix cost. Perd precisament aguesta simplicitat operacional ha motivat que es
doni un baix grau doptimitzacié del sistema, ja que quan la concentracié d'algun dels
nutrients és massa baixa o0 algun subproducte s acumula fins assolir nivells de toxicitat, la
poblacié cel-lular atura € seu creixement i €l cultiu inicia una rapida i irreversible fase de
mort.

6.2.1. Funcionament i posta a punt del cultiu en discontinu.

L’ operaci6é en discontinu s'agafa com a sistema de referencia amb e que s aniran
comparant amb les altres estrategies provades en aquest treball. Aquest tipus d’ operacio
consisteix en introduir inicialment el medi de cultiu dins €l reactor, ambdos esterils, per evitar
el possible creixement d’atres microorganismes existents en e medi o en e mateix reactor.
Seguidament, s'inocula amb cél-lules i es deixa transcorrer un cert temps durant el qual les
cel-lules aniran creixent fins a exhaurir algun dels substrats. Durant |’ etapa de creixement
cel-lular no s extreu ni s afegeix res, és a dir, cap nutrient és afegit o eliminat del bioreactor.
Només quan es controla el pH s afegeixen les quantitats necessaries de base per mantenir-lo
en el rang consignat (7.02 + 0.05).

Des d'un punt de vista del monitoratge i control, en aquest tipus d operacid
s adquireixen les dades d’ evolucio de |es variables fisicoquimiques (pH, pOz, T, Vco,, VNaoH),
gue també es controlen, i S obtenen lectures turbidimeétriques i de la demanda d’ oxigen del
cultiu, perdo amb aguestes dades no es redlitza cap accid de control sobre e procés. Per
aguesta rad es considera un sistema d’ operacié Util per determinar la validesa de les mesures
de densitat i activitat cel-lular, com ja s ha comprovat en el capitol 4, aixi com per estudiar €l
comportament del creixement cel -lular en el bioreactor. A laFigura 6.2 es presenta I’ esquema
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del muntatge experimental amb els diferents equips que es comuniguen amb |’ ordinador de
gestio i control per a |’ operacié en discontinu. Basicament hi ha dues linies d’'informacio: la
gue comunica I’ordinador de gestié i control amb la unitat de control digital (DCU) del
Biostat MCD mitjancant el port serie RS-422-A, i la que connecta les electrovalvules Sirai i la
sonda turbidimetrica Aquasant a través de la placa d' adquisici6 de dades instal-lada a
I’ordinador i la caixa de comunicacions, construida aguesta Ultima especificament per donar
servel atotalainstrumentacio utilitzada en aquest treball.
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Figura 6.2. Esquema de I’ adquisicio de dades i control de |’ operacié en discontinu. 1) Bioreactor Braun
Biostat MCD, 2) Unitat de control digital (DCU), 3) Estacié de mescla de gasos pO, Gas-Mix, 4) Sonda
Aquasant AF44 i transmissor AS82, 5) Caixa de comunicacions, 6) Electrovalvula Sirai, 7) Sondes de
temperatura, pH, i pO,, 8) Ordinador de gestid i control. A/D = Sortides i Entrades Analdgiques/Digitals, EA =
Entrada Anaogica, SD = Sortida Digital, RS-422-A = port serie.

Un cop inoculat € bioreactor amb cel-lules, es prossegueix executant a |’ aplicacio
Sequen, descrita a capitol 5, I'arxiu de protocol anomenat BATCH.TXT descrit també al
mateix capitol. Aquest arxiu conté les ordres necessaries per al’adquisicio de dades i gestio
automatica dels equips, aixi com per a processament de les dades que es requereixen del
cultiu. A la Figura 6.3 es presenta el diagrama de flux del programa de gestié i control de
I’ operacié en discontinu. Durant un determinat periode de temps, normalment una hora,
I’ aplicacié Sequen esta adquirint dades dels diferents equips i executant les ordres de | arxiu
de protocol BUBFREE.TXT varies vegades (sequéncia d ordres del circuit d’ eliminacié de
microbombolles de la superficie del sensor turbidimetric). Un cop s esgoten aguests cicles es
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comencal’andlisi dela OUR (procediment d’ actuacié experimental descrit a capitol 4). Quan
es finalitza I'’analis de la OUR I’aplicacio procedeix a calcul en linia de la OUR (PROC
CALCULA OUR), de la concentraci6 cel-lular a partir del filtratge de les dades de la sonda
turbidimetrica Aquasant (PROC CALCULA BIO) i al’homogeneitzacié de I’interval temps
per ales dades fisico-quimiques obtingudes de la DCU (PROC CALCULA VARDCU). Aquest
processament de les dades DCU es a causa de que durant I'analis de OUR la freguéencia
d’adquisicié de dades s'incrementa a 1 s, mentre que en estat normal esta consignada a 20 s,
havent-se aixi de normalitzar I’interval per a un tractament posterior més comodei agil.

PROGRAMA BATCH
Remote On, pO, ,,= 60%, pH (= 7.02,
TEMP,= 37 ©C, STIRRg,= 60 rpm.

Nombre NO
»_d’iteraci6 £ 1207 » FI

Si

Crida a
BUBFREE.TXT |<

Cicles de NO
rentat 3 407?

Si

Crida a OUR_On
(Analisi d’0OUR)

A

Calcul de OUR,
viables 1 valors
t de la DCU

Figura 6.3. Diagrama de flux de I’ arxiu de protocol BATCH.TXT per |’ operacié en discontinu.
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Una vegada € cultiu arriba a final de la fase de mort cel-lular I’equip de cultiu i els
aparells associats a aguest, s aturen. Seguidament, es confecciona I’andlisi exhaustiu de les
dades obtingudes en el proceés (tant les recollides en linia com les processades fora de linia).

6.2.2. Caracteritzacio del cultiu d’hibridomes en discontinu.

El primer cultiu en discontinu esdevindra € sistema amb e que es comparara €l
comportament obtingut amb altres estratégies, i que es denomina cultiu de referéncia. Per
realitzar-lo s utilitza el bioreactor de Braun Biostat MCD (descrit a |’ apartat 8.1.3), cultivant
les cél-lules d" hibridoma en medi DMEM amb 23.8 mM de glucosa, 3.2 mM de glutamina i
2% de serum bovi (FCS). Aquesta concentracié de nutrients en €l medi és |’ estandard per a
cultius en discontinu de cél-lules d’ hibridoma en suspensié. El cultiu en bioreactor s'inocula
amb cél-lules a la meitat de la fase de creixement exponencial obtingudes d’un cultiu
ressembra, a una concentracié de 0.2x10° c&l-lules/ml. Els resultats del cultiu en discontinu es
presenten a la Figura 6.4. Com es pot veure, les cél-lules creixen exponenciament fins a una
concentracié méxima de cél-lules viables de 2.0x10° cd&l-lulesml en aproximadament 47
hores. A partir d’ aquest instant, tant la concentracié de cél-lules viables com el percentatge de
viabilitat cauen drasticament donant la caracteristica corba de la fase de mort de I’ hibridoma
KB-26.5.
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Figura 6.4. Evolucio de la concentracié de cél-lulesviables( Xviable) i totals ( Xtotal) a cultiu en
discontinu. També es mostren els perfils dels valors de OUR i de la terbolesa del medi obtinguts en liniai en
tempsreal.
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Pel que faala OUR, a principi de I’ experiment té valors baixos degut al poc nombre
de cd-lules, fet que obliga a realitzar determinacions amb menys fregiencia, i durant un
temps bastant llarg. A mesura que avanca el cultiu augmenta la OUR i disminueix el temps
requerit per a la seva adquisicio. El seu valor maxim és de 0.23 mmolO,/(I-h). Després el
perfil de la corba decreix rapidament. Aquesta disminucio en la OUR correspon al descens de
la velocitat de creixement cel-lular, perd es produeix abans que s assoleixi € maxim de la
concentracié cel-lular de viables (a voltant de 4 hores abans). D’altra banda, € senyal
turbidimétric, que es pren cada minut, segueix bé el comportament del creixement cel-lular en
la zona d'dlta viabilitat del cultiu i |a resposta del sensor per a un canvi esglaonat en la
concentraci6 cel-lular és rapida. En canvi, quan €l cultiu entra en la fase de mort, € senyal
turbidimeétric augmenta més rapidament que e recompte cel-lular i no es pot considerar com
indicador valid de la dinamica del cultiu. El canvi en la relacio de cél-lules viables amb les
cel-lules mortes, les quals exhibeixen diferent volum cel-lular, i € fenomen de residus
cel-lulars poden contribuir a la ruptura de la correlacié entre e senya turbidimetric i la
concentracié de cel-lules totals. Un altre fet important ésla qualitat del senyal, jaque no ésla
més optima, fet que fa necessari filtrar el senyal com s’ ha explicat al’ apartat 4.4.2 i es veura
en les mesures dels propers experiments que es presentaran. En contrast amb les dades de
OUR, que mostren I’ activitat del procés de cultiu cel-lular directament, les dades de terbolesa
determinen la concentracié de les cél-lules del cultiu. Ambdues mesures presenten una
tendencia similar en el creixement exponencial. No obstant, a voltant de les 43 h, mentre €l
senyal de la sonda Aquasant continua incrementant-se, la OUR assoleix el seu pic maxim i
comenca tot seguit a decréixer. Aquest descens continu contrasta amb I’increment en €l perfil
de les dades de la sonda turbidimétrica. Per tant, la mesura de la OUR es pot considerar com
un indicador més sensible de I’ activitat del cultiu.
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Figura6.5. Evoluci6 de la concentracio de glucosa ([Glc]) i lactat ([Lac]) a cultiu en discontinu.

104



Estratégies d’Operacio i Control de Nutrients en Cultius d’Hibridomes.

Pel que faal consum de glucosa, ala Figura 6.5 es pot veure que aquest nutrient no és
e factor limitant del cultiu, assolint una concentracio final dins del bioreactor de 5.3 mM. Es
consumeixen aproximadament 18.5 mM de glucosa, la majoria d aquesta es converteix a
lactat, que assoleix una concentracio final de 31.1 mM (gairebé 1.7 vegades la concentracio
de glucosa consumida al finalitzar el cultiu).

5

al
> i
DA L
E) -
ES
> L
3 20
3 i

Tuo]
——

A A
1
U \
0 T 1111 ‘ ] ‘ ] I ‘ I ) -‘ -
12 24 36 48 60 72

temps (h)
Figura 6.6. Evolucié de la concentracié de glutamina ([GIn]), amoni ([Amm]) i aanina ([Ala]) a cultiu
en discontinu.
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Figura6.7. Evoluci6 de la concentraci6 dels aminoacids restants al cultiu en discontinu.

La Figura 6.6 mostra com e factor limitant del creixement cel-lular en aguest
experiment, pot haver estat |’ esgotament de la glutamina a les 43 hores de cultiu, mentre que
el consum de glucosa i la produccié de lactat cessen a voltant de 24 hores més tard,
coincidint amb el maxim del perfil de OUR. Aquest fet fa pensar que aguesta variable pot
donar unavauosainformacié en liniaper a coneixement del que succeeix dins del bioreactor,
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considerant-se aleshores com un parametre molt important sobre I’ estat fisiologic del cultiu
cel-lular. També es pot apreciar com les cél-lules produeixen 1.4 mM d’alaninai es pot veure
com per cada mmol de glutamina consumit es produeixen aproximadament 0.8 mmol
d’amoni. A la Figura 6.7 s observa com cap altre aminoacid del medi s esgota en e moment
en que e cultiu inicialafase de mort.
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Figura 6.8. Evoluci6 de la concentracié de cdl-lules viables (Xviable) i de I’ anticds monoclonal ([Mab])
al cultiu en discontinu.

A la Figura 6.8 sobserva com la concentracié d anticos monoclonal produida
augmenta de manera proporcional amb la concentracio de cdl-lules viables, i com la produccié
segueix després del maxim de concentracio de cél-lules de viables, perdo amb un perfil més
atenuat. La concentracio final d'anticos present al medi és de 28.4 ng/ml. Encara que
relativament baixa, aquesta és una concentracié que es pot considerar normal en cultius en
discontinu d’hibridomes (Kurokawa i col., 1994; Zhou i col., 1995; Oh i col., 1996) i en
concordanca amb els resultats previs obtinguts amb la linia cel -lular KB-26.5. A banda de la
concentraci6 final de proteina en el medi de cultiu, un dels parametres que descriuen millor €
rendiment del procés és la productivitat volumétrica que es calcula segons I’expressio
(Merten, 1988):

— [Mab]final

tbatch

(Eq. 6.1)

vol

on P, éslaproductivitat volumétrica en unitats de ng/(ml-h), [Mab]sina €s la concentracié del
producte a final del cultiu en ng/ml, i tpacn €S la durada del cultiu en hores. Si es considera
gue la durada del cultiu ha estat de 72 hores, s obté per aquest cultiu discontinu de referencia
una productivitat volumétrica de 0.40 nrg/(ml-h).
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La concentracié fina de producte assolida en aquest cultiu de referéncia, s'intenta
millorar en un segiient experiment en discontinu en que e medi de cultiu DMEM utilitzat
conté una concentracio de nutrients que eviti que e cultiu quedi limitat per I’ esgotament de
cap del seus substrats, mesurables analiticament, durant |a fase de creixement.

6.2.3. Fortificacid del medi basal DMEM.

Per millorar els resultats de I’ anterior cultiu en discontinu, es planteja el disseny d' un
medi de cultiu en qué s augmenta la concentracié de 25 components del medi DMEM (veure
I’ apartat 8.6.1). Aquesta opcio es plantgja, i en canvi no Sintenta fer un augment d’'un
component especific solament (per exemple la glutamina), per impedir I’esgotament d’un
altre component.

En € cultiu que ara es presenta, s ha utilitzat un medi basal concentrat 2x, és a dir, un
medi que conté el doble de concentracié que un medi DMEM estandard per a tots els seus
nutrients. Les concentracions d’aminoacids i vitamines en el medi 2x es detalen a I’ apartat
8.6.3, mentre que les concentracions dels substrats més importants son 47.8 mM per a la
glucosa, 9.1 mM per a la glutamina i 4% per a FCS. Les concentracions tant de les sals
inorganiques com la del tampé carbonat es mantenen iguals a les ja definides pel medi
DMEM estandard (també anomenat 1x). L’inocul utilitzat en aquest cultiu és més alt que en
d altres cultius, assolint en el reactor una concentracié de 0.5x10° cél-lules/ml, per evitar un
possible perllongament de la fase de laténcia cel -lular. Aquesta pressuposicié es fonamenta en
gue la utilitzacié d’un medi més concentrat augmenta I’ osmolaritat del cultiu, provocant una
resposta de les cél-lules, que provenen de la ressembra en medi 1x, d’un periode d’ adaptacio
més |larg en les noves condicions de cultiu del bioreactor. Els resultats obtinguts en I’ operacio
en discontinu amb aguest medi i per a tots els parametres estudiats en |’ apartat anterior es
presenten alesfigures 6.9, 6.101 6.11 d’ aguesta memoriai es discuteixen seguidament.

A laFigura 6.9 s observen els perfils del recompte cel-lular tant per a cél-lules viables
com per atotas juntament amb € perfil del senya de la demanda d’ oxigen obtingut en linia.
Cal esmentar que per problemes operacionals, en aquest experiment no es va disposar de la
mesura en linia de la sonda Aquasant. La concentracié de cél -lules viables assoleix un maxim
de 3.2x10° c&l lules/ml ales 68 hores de cultiu. El perfil de descens és semblant a |’ obtingut al
cultiu en discontinu de referéncia. En aguest punt la concentracié de cél-lules totals és de
3.5x10° cé&l-lules/ml, i encara es manté el valor de viabilitat registrat a Ilarg de tota la fase de
creixement exponencial (per sobre del 90%). Un altre valor a destacar és la durada del cultiu
gue s haincrementat en 24 hores meés respecte a cultiu en discontinu de referéncia. Aquest fet
juntament amb un increment significatiu de la concentraci6 cel-lular en € bioreactor (superior
a 70%) ha de significar un augment del producte. Aixi ho demostra I'increment de la
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produccio d'anticos en aquest cultiu respecte a I’ anterior, amb un valor final de producte de
44 ny/l. No obstant, I'increment de producte no esta en proporcid a la concentracié de
nutrients d’ aquest medi basal. La producci6 volumeétrica tampoc S incrementa gaire respecte
a cultiu discontinu de referencia, tot i € perllongament del cultiu durant 24 hores més i €l
maxim cel-lular obtingut. El valor de la produccio volumeétrica és ara de 0.46 ng/(ml-h) que
representa un increment del 15% respecte a la productivitat del cultiu de referencia. En
gualsevol cas, cal esmentar que en agquests processos és mes important obtenir un augment en
la concentracié de producte que en la productivitat volumetrica.
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Figura 6.9. Evolucio de la concentracio de cdl-lules viables (Xviable) i totals (Xtotal), i la velocitat del
consum d'oxigen (OUR) en liniaal cultiu en discontinu amb medi fortificat.

Pel que fa a la OUR, es pot observar que aquesta augmenta de forma para-lela a
creixement cel-lular fins arribar a un maxim de 0.42 mmol O,/(l-h). Un cop s assoleix aquest
valor, |I’evolucié d aquesta mesura decreix rapidament fins a velocitats de I’ ordre de la meitat
del valor maxim aconseguit. En aquest cultiu, €l drastic i rapid descens de la demanda
d’ oxigen no es pot associar directament a I’ exhauriment de cap dels nutrients mesurables del
medi, com es pot observar alesfigures 6.101 6.11. A laFigura6.10ai 6.10b es pot observar
com la glucosa i la glutamina no s esgoten en el cultiu, restant finalment a bioreactor en
concentracions de 10.7 mM i 2.3 mM respectivament. La glucosai €l lactat no s aturen en el
maxim cel-lular, i segueixen consumint-se i produint-se a una velocitat molt més baixa que
I’ observada en la fase exponencia. Els valors de concentracié de glutamina i amoni resten
estables des del punt del maxim cel -lular fins a final del cultiu.
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Figura 6.10. Evolucio al cultiu en discontinu amb medi fortificat de les: a) Concentracions de glucosa
([Glq]) i lactat ([Lac]), b) Concentracions de glutamina([GIn]), amoni ([Amm]) i alanina ([Ala)]).
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Figura 6.11. Evoluci6 de la concentracié dels aminoacids a cultiu en discontinu amb medi fortificat.

D’ atra banda, les concentracions que assoleixen els metabolits del cultiu, com el lactat
I I’amoni, reconeguts ampliament en la literatura com inhibidors del creixement per aguest
tipus de cél-lules, i per tant toxics, arriben a valors molt més alts del cultiu de I’ apartat
anterior; aquests son 53.7 mM per a lactat i 7.1 mM per al’amoni. Tot i que aquests valors
son alts, encara no assoleixen els valors identificats com a toxics en un treball anterior amb
aguesta linia cel-lular (Sanfeliu, 1995), on € lactat i I'amoni s addicionaren fins a
concentracions de 70 mM i 12 mM respectivament. Tanmateix, alguns autors mantenen gque
no s observa el mateix efecte afegint amoni o lactat exogen al cultiu, que quan es va produint
per lapropia cel-lula. De totes formes, la seva acumulacié en el medi de cultiu representa una
perdua potencial dels substrats, que no s utilitzen eficientment. Pel que fa a I’aanina
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s'assoleix un valor de 4.4 mM al final del cultiu. En principi, I’acumulacio de I’aanina en €l
medi de cultiu no interfereix amb el creixement cel-lular de I’ hibridoma (Duval i col., 1991).
A laFigura 6.11 es pot observar com cap aminoacid del medi s'exhaureix al llarg del cultiu,
destacant per sobre d’ altres la produccié de 0.98 mM de prolina, que se sintetitza directament
apartir de !’ excés de glutamat intracel -lular.

Aixi lesraons de I’ aturada del creixement s haurien de buscar en la produccio per part
de la cél-lula d’una o varies substancies toxiques que inhibeixen el creixement cel-lular fins
aturar-lo, o bé que I’osmolaritat del medi hagi assolit un valor excessivament at. A més a
més, aquesta Ultima explicacié vindria sustentada per I’addicié al bioreactor d'un volum de
230 ml de solucié de NaOH de concentracié 200 mM (s utilitza com element actuador per
controlar el pH en el rang consignat quan se sobrepassa la capacitat del tamp6 del medi), que
augmenta encarameés I’ osmolaritat final del medi de cultiu.

Per dtra banda, a emprar el medi fortificat no s'ha observat cap inhibici6 inicial del
creixement per cap dels substrats que ara es troben a doble de concentracio, i la velocitat de
creixement en la fase exponencial és la mateixa que en |’ experiment anterior (0.044 h%). En
canvi, altres autors han trobat situacions d’'inhibicio pel substrat a fortificar els medis de
cultiu (Bibilai Robinson, 1995). Tanmateix, I’ operacid en discontinu amb medi fortificat per
a |’ hibridoma KB-26.5 aconsegueix un increment de la concentraci6 final d’ anticos del 54%
respecte a cultiu de referencia. A la bibliografia es troben treballs que aconsegueixen
increments per ales respectiveslinies cellulars d entre 2 i 8 cops la concentraci 6 establertaen
un cultiu en discontinu realitzat amb medi no-fortificat (Luani col., 1987; Joi col., 1990; Jo i
col., 1993). De totes formes, per a la majoria de linies cellulars, la fortificacio del medi de
cultiu pot ser gque no incrementi significativament la densitat cel-lular degut a I’ augment de la
formacio6 de lactat i amoni, €l qual esta acompanyat de I’ Us per part de la cél-lula d’ elevades
concentracions de glucosai glutamina (Xiei Wang, 1994).

Després d'aquests dos primers cultius, es plantgja fer una analisi detinguda de les
dades mesurades, aixi com de larelacié entre elles, per tal d’ obtenir un major coneixement del
comportament cel-lular en les condicions de cultiu de |’ operacio en discontinu i, a més a més,
establir parametresi relacions Utils per ad’ atres estrategies d’ operacio.

6.2.4. Relacions estequiomeétriques i velocitats especifiques.
Les dades obtingudes en els experiments anteriors es poden combinar, i permeten
determinar una serie de parametres com el consum d'oxigen acumulat (OC), de glucosa

acumulada (GC), de glutamina acumulada (GInC), i la produccié de lactat acumulada (LP),
damoni acumulada (AmmP) i d'alanina acumulada (AlaP), axi com els rendiments
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lactat/glucosa (Y iacic),  oxigen/glucosa  (Yoyaic),  glutamina/glucosa  (Yainaic),

amoni/glutamina (Y ammcin), daninalglutamina (Y aiacin), entre d’ altres parametres. També es
poden considerar aquells rendiments que relacionen els substrats amb la concentracio cel -lular
(Youx, Yaiux i Yaiax)- Les velocitats especifiques de consum d’ oxigen (do,), de glucosa (qaic)

i de glutamina (ggin), i les de produccioé de lactat (g.a) | d’amoni (gamm), axi com lavelocitat
especifica de creixement (m) també es poden calcular a partir de les dades obtingudes. La
utilitzacié d’algunes d’ aquestes variables permetra tant monitorar la cinetica del creixement
cel-lular com identificar en linia I’ estat fisiologic del cultiu. A més, amb algunes d’ aguestes
mesures i calculs en liniatambé es pot facilitar el desenvolupament de magnitudsi criteris per
controlar I’ addicié dinamica de nutrients en les diferents operacions que aixi ho requereixin.

La concentracio del consum d oxigen acumulat es determina mitjancant la integracio
de la mesura d OUR amb € temps. L’expressié matematica que pren aquesta variable es
mostraal’equacio 6.2 (Zhou i Hu, 1994):

OC = ¢), OURdt (Eq. 6.2)

on OC és el valor del consum d’ oxigen acumulat en unitats de concentracié (mM), OUR ésla
velocitat de consum d’ oxigen en mmolO,/(1-h) i t és el temps en hores. En canvi, el calcul per
al consum acumulat de glucosa (GC) o la produccié acumulada de lactat (LP) és més senzill i
només cal fer un balang de matéeria amb els punts obtinguts del mostreig fora de linia, per al
GC entre laque hi haviaal’inici i la que resta finalment en el reactor, i per ala LP entre €l
total que s ha produit i € que hi havia inicialment en el medi de cultiu. Ambdues variables
s expressen en unitats de concentracio (mM). De la correlacio lineal dels valors del OC i la
LP vers el GC s obtenen pendents que corresponen als rendiments mitjans d’ oxigen/glucosa
(Yoyaic) i lactat/glucosa (Y Lavaic)-

Per un bioreactor de tanc agitat en discontinu €l balan¢ de matéria aplicat per a les
cél-lules d’ hibridoma porta al’ equaci6:

1 dX
_ Eq. 6.3
= (Eg. 6.3)

on u éslavelocitat especifica de creixement en h™, X ésla concentracio de cél-lules viables en
milions per ml i t és e temps en hores. Per a la fase de creixement exponencial, la
representacio de Ln(X / XO) vers e temps correspon a una linia recta amb pendent igua a

Mnax, VElOCitat especifica maxima de creixement.
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Pel cas d'un component Cp, per exemple la glucosa (Glc) o € lactat (Lac), i
menyspreant la variacié del seu contingut intracel -lular es pot escriure:

0, 103X = ddCtp (Eq. 6.4)

on gcp és la velocitat especifica de consum o produccié del compost Cp, en nmol/(10°
cél-lulesh) i Cp és la concentracié del component estudiat (mM). La integracié de les
equacions 6.3 i 6.4 entre un tempsinicial igual azero amb una concentraci6 cellular inicial X
i de component Cpy, i uns limits genérics porta ales expressions:

X =X exp(ut) (Eq.6.5)
0., 103X
Cp = Cp, +C"M°[exp( ut)- 1] (Eq.6.6)

Una de les formes de tractar les dades del cultiu per obtenir les velocitats especifiques
de consum de les cél-lules (Zhou i col., 1997) consisteix en representar € consum acumulat
dels substrats, o la produccié acumulada del producte respecte la integral de cél-lules viables
(ICV), que té unitats de 10° c&l lulesh/ml, i que es defineix com (Bibilai col.,1994):

-1

ICV = q; xdt =3 X - t,)] (Eq. 6.7)

i=0

on Xi =(X,,,+X,)2, Xis1 i X; 6n les concentracions de c&l-lules viables (10° cél lules/ml)
en elstempstisy i t;, respectivament, i X, ésla concentracié mitjana de cél-lules viables per a

I"interval de temps (ti+1 - ti). Al representar el consum acumulat de glucosa, glutamina, i la
producci6 acumulada de | actat, amoni, respecte lalCV al llarg del cultiu, S obtindran rectes de
pendent constant en aquelles fases del creixement en que les velocitats especifiques ho siguin.

En € cas de I’oxigen, del qual es disposa de mesures directes del seu consum a llarg
del cultiu, es pot calcular la velocitat especifica del consum d'oxigen (do,) amb la segtient

equaci6:
Go, =10° O;(JR (Eq. 6.8)

expressant-se en unitats de nmol/(10° c&l -lulesh).
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Figura 6.12. Evolucié amb e temps del consum acumulat d'oxigen, OC, & consum acumulat de
glucosa, GC, i la produccié acumulada de lactat, LP: @) cultiu de referénciai b) cultiu fortificat. Relacions entre
el GC, laLPi e OC: c) cultiu dereferénciai d) cultiu fortificat. Relacions entre la integral de cél-lules viables,
ICV,id OC, & GCilaLP: e) cultiu de referénciai f) cultiu fortificat.
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Tots els valors calculats que es comenten a continuacié corresponen a la fase de
creixement exponencial. La velocitat especifica maxima de creixement per a cultiu de
referéncia és de 0.044 ht i per a cultiu fortificat és de 0.0436 h™.

El consum acumulat d’ oxigen (OC) es calcula integrant les dades d’ OUR obtingudes
en liniarespecte el temps. El consum acumulat de glucosa (GC) i la produccié acumulada de
lactat (LP) s obtenen integrant les mesures obtingudes fora de linia. Els resultats dels calculs
per als dos cultius presentats fins ara es mostren ala Figura 6.12. Tant ala Figura 6.12a com a
la 6.12b, es pot observar que els perfils d’ oxigen consumit son practicament paral-lels as de
glucosa consumida i de lactat produit. Per a cultiu de referencia (Figura 6.12a), les
concentracions totals de glucosa i oxigen consumits son 6.3 mM i 18.5 mM respectivament,
mentre que el total de lactat produit pujafinsa 30.5 mM. En €l cultiu fortificat (Figura 6.12b),
els valors que s assoleixen sOn superiors as anteriors, essent 14.6 mM per a I’oxigen
consumit, 37.1 mM glucosa consumidai 52.7 mM lactat produit. A la Figura 6.12c (cultiu de
referéncia) es pot observar una correlacio lineal entre GC i LP, que es correspon al rendiment
mig del lactat front la glucosa, obtenint-se un valor de 1.91 mmolLac/mmolGlc, i entre GC i
OC, que es correspon a rendiment global de I’ oxigen front la glucosa, obtenint-se un valor de
0.37 mmolO,/mmol Glc. D’ altra banda a la Figura 6.12d es presenten els diferents rendiments
per a cultiu cel-lular fortificat. Les relacions estequiometriques de la produccio de lactat i del
consum d’oxigen front el consum de glucosa prenen valors de 2.0 mmolLac/mmolGlc, i de
0.36 mmolO,/mmolGlc respectivament. De la Figura 6.12e es poden obtenir les velocitats
especifiques en la fase de creixement exponencial del consum d’oxigen i de glucosa (120 i
357 nmol/(10° cél lules-h) respectivament), aixi com la velocitat especifica de la produccié de
lactat (683 nmol/(10° c&l-lulesh)). Els valors de qgc i Gac SON tipics per |'operacié en
discontinu i la linia d’hibridoma emprada, i similars as trobats en un atre treball realitzat
préviament (Paredes, 1998). Els valors del cultiu fortificat es calculen a partir de les dades de
la Figura 6.12f. Aquests valors difereixen substancialment als obtinguts per a cultiu de
referéncia, essent de 835 nmol/(10° céllules-h) per ala qa, de 150 nmol/(10° cél lules-h) per
alaqo, i de 419 nmol/(10° cé&l-lulesh) per a la gge. Tots els rendiments i velocitats

especifiques dels cultius de referéncia i fortificat es recullen a mode de resum alaTaula 6.1 i
s analitzen des del punt de vista del metabolisme cel-lular a continuacio.

Les principals rutes del metabolisme central de les cél-lules animals es representen ala
Figura 6.13. La glucosa, un dels principals components del medi de cultiu, serveix com afont
de carboni i energia. La seva metabolitzaci6 té lloc per mitja de la glucdlisi des de la qual €l
flux de carboni pot repartir-se en cinc rutes diferents: la ruta de les pentoses fosfat, les de
formacié de lipids, lactat i aminoacids, i e cicle dels acids tricarboxilics. L’activitat
glucolitica en céllules rapidament proliferants és molt elevada (Baggetto, 1992), i una bona
provad’ aixo éslagran quantitat de lactat produida en els cultius.
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Parametre Unitats Cultiu Discontinu
Referéncia Fortificat
GlCinicia mM 238 47.8
Glninicia mM 3.2 9.1
X max 10° cel/ml 2.0 3.2
OUR mmol O,/(1-h) 0.23 0.42
ICV iotal 10° cel-h/ml 86 167
[M ab] final rrg/ml 28.4 44
Durada h 72 96
Puol ng/(ml-h) 0.40 0.46
Y La/clc mmol/mmol 191 2.00
Yo,aclc mmol/mmol 0.37 0.36
Y civcic mmol/mmol 0.23 0.24
Y amm/Gin mmol/mmol 0.79 0.92
Y AlaGin mmol/mmol 0.38 0.52
Miax ht 0.0440 0.0436
aic nmol/(10° cel-h) -357 -419
ain nmol/(10° cel-h) -96 -101
Jo, nmol/(10° cel-h) -120 -150
OLec nmol/(10° cel-h) 683 835
Qamm nmol/(10° cel-h) 60 93

Taula 6.1. Resum de tots el's parametres calculats a partir de les dades dels cultius de referénciai medi
fortificat.

La glutamina, € segon substrat, actua com a font principal de nitrogen per a les
cel-lules animals en cultiu, aixi com afont complementaria de carboni i energia. La glutamina
és parcialment oxidada a glutamat i, posteriorment, a piruvat després de recorrer part del cicle
dels acids tricarboxilics (TCA o cicle de Krebs). Des de piruvat, els atoms de carboni de la
glutamina poden contribuir a la formacio de lipids o lactat. Degut a la seva semblanca amb
I’ oxidaci6 parcia de la glucosa, aquesta ruta metabolica s’ ha anomenat glutamindlisi. Al llarg
d’ aquesta ruta, la glutamina va contribuint a la formacié de precursors per a |’ obtencié dels
principals constituents cel-lulars: aminoacids i proteines, nucledtids i lipids. La glutaminadlisi
juntament amb la degradacié de cossos cetonics provinents del serum i acids grassos, pot
aportar lamajor part de |’ energia necessaria pel creixement. S ha estimat que entre el 30% 1 €l
65% dels requeriments energetics de les cél-lules animals es deriva del metabolisme de la
glutamina encara que la glucosa es trobi disponible.

Al fer I'analisi des del punt de vista metabolic de les dades obtingudes en els dos
cultius presentats, cal tenir en compte que en experiments previs efectuats amb aguesta linia
cel-lular (Sanfeliu i col., 1997), s'ha observat que & consum de glucosa i glutamina és més
elevat quan la concentracié d’ aguests nutrients és més alta al medi de cultiu. Tanmateix
aguesta tendencia s observa també en aguest cas, ja que S obtenen vaors de velocitats
especifiques del consum de glucosai glutamina de 357 i 96 nmol/(10° cél -lules-h) pel cultiu de
referéncia vers els valors de 419 i 101 nmol/(10° cé&l-lulesh) del cultiu fortificat
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respectivament. L’augment del catabolisme cel-lular pels diferents substrats provoca un
augment en el metabolisme, comportant un increment de les velocitats especifiques de
produccio dels subproductes que son excretats per les céllules, I’amoni i €l lactat, i dels seus
rendiments subproducte/substrat 1.91 mmolLac/mmolGlc i 0.79 mmolAmm/mmolGln pel
cultiu dereferenciai 2.0 mmolLac/mmolGlc i 0.92 mmolAmm/mmol Gin pel cultiu fortificat.

glucosa
ADP, NAD
ATP, NADH NADH NAD
piru:/at 7 » lactat
I
— > piruvat s \

Cicle de
Krebs

malat | * NADH+O, NAD+HO

ADP ATP
a-cetoglutarat

NHL\{ h alanina )

glutamat
NH;

glutamina
T Mitocondri

glutamina

Figura 6.13. Presentaci6 esquematica del metabolisme energétic de les cél lules d hibridoma KB-26.5.

L amoni es produeix durant la desaminacio de la glutamina per tal de donar glutamat i
en la subseqient formacio de a-cetoglutarat. El lactat és, com ja s ha descrit abans, €
producte final de la glucolisi i la glutamindlisi. Mentre que I’ alanina és un dels subproductes
principals de la infrautilitzacié de la glutamina (Sanfeliu, 1995), estant també influenciat per
la concentraci6 dels substrats principals en |’entorn cel-lular. L’ alanina es produeix en grans
quantitats i es forma a partir del piruvat i glutamat. En els cultius cel-lulars presentats el
rendiment alanina/glutamina s'incrementa un 37% en el cultiu fortificat, estant la seva
produccio relacionada amb el metabolisme de la glucosa i de la glutamina. En els cultius en
discontinu, amb concentracions de substrats com les fins agqui presentades, € rendiment
oxigen/glucosa es manté practicament constant i aproximadament igua a 0.36
mmolO,/mmolGlc. El que varia és la velocitat especifica del consum d oxigen. Aixi, en la
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fase exponencial del cultiu fortificat I’oxigen es consumeix més rapidament que en la del
cultiu de referencia. Lainterpretacio d’ aquest comportament es pot atribuir a una desregulacié
entre la capacitat de la cél-lula d'incorporar els substrats, glucosa i glutamina, i la capacitat
per metabolitzar-los eficientment. El lactat seria €l subproducte principal de lainfrautilitzacié
de la glucosa que s ha observat a llarg dels cultius redlitzats en discontinu. Aixo podria
explicar-se pel fet que tant e transport cap a I'interior de la cél-lula, aixi com la seva
conversié a piruvat, son processos molt rapids per aguestes cél-lules, produint-se com a
consequiencia grans quantitats de NADH. D’altra banda, 1a llangadora malat/aspartat, que té
com a funcio transportar el NADH a l’interior del mitocondri perqué sigui regenerat a NAD
amb una gran obtenci6 d energia, és poc eficient i funciona a una velocitat inferior a la de
produccio del NADH a partir de la glucodlisi. Com a conseguencia d’ aquesta desregulacio, la
cel-lula utilitza I’enzim lactat deshidrogenasa per regenerar aguesta quantitat de NADH a
NAD en € propi citoplasma, donant com a producte lactat a partir de la major part de piruvat
generat en laglucolisi. El subministrament en excés de glutaminai I’ entrada de poc piruvat de
la glucdlis al TCA, té com a conseguéncia una manca doxidacio dels intermediaris
metabolics de la glutamina, que acaben sortint del cicle de Krebs en forma de malat i son
transformats en passos posteriors també a lactat i alanina. Resumint, amb un excés dels
nutrients principals en e medi de cultiu, les cél-lules els metabolitzen a gran velocitat
col -lapsant €l cicle de Krebs tant per lavia de la glucolisi com per laruta de la glutaminolisi,
tot i que no siguin estrictament necessaris per mantenir la poblacié cel-lular, generant grans
guantitats de lactat, amoni i certs aminoacids com a subproductes.

Com ja s ha descrit, la producci6 de subproductes s ha incrementat notablement en €l
cultiu fortificat, i com a consequéncia de I'elevada concentracié de lactat acumulada,
practicament el doble ala del cultiu de referencia, s'addiciona gran quantitat de base (NaOH
200 mM) dins del bioreactor per poder mantenir el pH en & valor de consigna. Aquest fet fa
augmentar |I’osmolaritat del medi, ja elevada des del principi, i juntament amb les altes
concentracions de metabolits produides durant el cultiu, com € lactat i I’amoni, provoquen
probablement I’ aturada del creixement. Aixi, tant el creixement de les cél-lules d’ hibridoma,
com la produccié danticossos monoclonals, depenen en gran part dels nutrients i
subproductes del metabolisme cel-lular, i de la seva concentracio dins del reactor (Glacken i
col., 1986; Ozturk i col., 1992; Martinelle i Haggstrom, 1993). En conclusio, encara que la
fortificacié del medi basal ofereix les avantatges del mode d’ operacid en discontinu i permet
obtenir una certamillora, €ls possibles efectes inhibitoris per les altes concentracions d’ alguns
subproductes del metabolisme cel -lular limiten I’ extensié de |’ optimitzacié que es pot realitzar
amb aguesta estratégia. Per tant, en aguests casos, €ls nutrients s haurien d’ addicionar
gradualment i en baixes concentracions en €l cultiu, essent el fed-batch el mode d’ operacié
més adequat per aquest proposit.
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