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Nomenclatura

AcetilCoA
ADN
AVMA
ATP

BSA

GIC:aliment
GlCo
GICcons,i

GICinicial
GICpred,i
GICI’,i
Glcy g

GICsortida
Glcsp

Acetil conenzim A

Acid desoxiribonucleic.

American Veterinary Medial Association
Adenosina 5'-trifosfat.

Albumina.

Cultiu d’alta densitat cel-lular.

Concentracié d’oxigen saturat en el medi de cultiu.

Concentracié d’oxigen dissolt en equilibri en la fase gas, mM.

Concentracié d’oxigen dissolt en qualsevol temps, mM.

Concentracié d’oxigen dissolt per al temps final, mM.

Concentracié d’oxigen dissolt per al temps inicial, mM.

Concentracié del component estudiat, mM.
Concentraci¢ inicial del component Cp a temps igual a zero, mM.
Dilucié amb tripa de blau.

Unitat de control digital.

Dimetilsulfoxid.

Densitat optica.

Acid etilendiaminotetraacétic.

Enzyme Linked Immunosorbent Assay.
European Medicines Agency

Sérum fetal bovi.

Sérum fetal de vedella.

Analisi per injeccio de flux.

Consum de glucosa acumulada, mM.
Glucosa.

Concentracié de glucosa al bioreactor, mM.

Concentracié de glucosa a addicionar pel sistema de control en la

segient actuacio, mM.

Concentracié de glucosa addicionada pel sistema de control en

I’anterior actuacio, mM.
Composicié de la glucosa en la solucié d’addicié, mM.
Composicié de la glucosa en la solucié d’addicié, mM.

Concentracié de glucosa consumida en linterval de temps anterior,

mM.

Concentracié de glucosa inicial al medi de cultiu, mM.

temps anterior, mM.

Concentracié de glucosa consumida en el proxim interval de temps,

mM.

Concentraci6 de glucosa al bioreactor en el temps actual, mM.
Concentraci6 de glucosa al reactor en el temps anterior, mM.
Concentracié de glucosa en el medi exhaurit de la perfusio, mM.
Punt de consigna de la concentracié de glucosa, mM.
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GOD Glucosa oxidasa.

G3P Glucosa 3-fosfat

His Histidina.

HPLC High Performance Liquid Cromatography.

IBDV Infectal Bursal Disease Virus

ICV Integral de cél-lules viables, cel-h/ml.

Kaes Coeficient volumétric de desorcié de I'oxigen en el medi de cultiu, h'.

Kan Velocitat especifica de creixement calculada a partir de la mesura
d’'OUR.(h")

K.a Coeficient volumétric de transferéncia de matéria per I'oxigen, h.

m Nombre de camps comptats a 'hemacitometre.

Mex Coeficient de manteniment cel-lular.

MEMG Glasgow Modified Eagle Medium.

MOl Multiplicitat d’infeccié (virus/cél-lula)

Ny, Ny Valor del recompte de cél-lules en un camp de ’hemacitdmetre.

NAD/NADH Nicotinamida adenina dinucleotid (forma oxidada/reduida).

OAA Oxal acetat

OoC Consum d’oxigen acumulat, mM.

OC; Consum d’oxigen acumulat entre el temps actual i I'anterior, mM.

OCi+1 Consum d’oxigen acumulat entre el temps projectat i I'actual, mM.

ORF Fase oberta de lectura.

OUR Velocitat del consum d’oxigen, mmol/(l-h).

OURy Velocitat del consum d’oxigen a temps inicial, mmol/(l-h).

OUR; Velocitat del consum d’oxigen actual, mmol/(l-h).

OUR4 Velocitat del consum d’oxigen anterior, mmol/(l-h).

OURmax Valor maxim de la velocitat del consum d’oxigen, mmol/(l-h).

p/v Relacié entre pes i volum.

PBS Phosphate Buffered Saline.

PCR Polymerase Chain Reaction.

pH Variable del pH a la DCU del Biostat MCD.

pO, Variable del pO, a la DCU del Biostat MCD, %.

pO, Concentraci6 de I'oxigen dissolt en la fase liquida, %.

P, Productivitat volumétrica, pg/(mi-h).

Pyr Piruvat

Q Cabal del liquid en el modul de microfiltracio, ml/min.

Qadai Valor actual del cabal de la bomba FE-211, ml/min.

Jp Velocitat especifica de la produccié de producte, nmol/(10° cel-h).

dcp Velocitat especifica del consum o la produccié del component Cp,
nmol/(10° cel-h).

daic Velocitat especifica del consum de glucosa, nmol/(10° cel-h).

do, Velocitat especifica del consum d’oxigen, nmol/(10° cel-h).

r Coeficient de regressio lineal, adimensional.

RNA Acid ribonucleic.
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RQ
SAl
STIRR
SOUR

tpols

TOA
TOF
TOH
TOI

TPI
TRIS
viv
Vadd,i
Vadd,i-1
Vinostra,i-1

VNaOH,i

VNaOH
Vr,i
Vr,i—1
Vr

VIS
VP2
X

Xo
xmax
Xtotal
Xviable
Yxis
Y'xis
YOZ/GIC

Yo,ix

Quocient respiratori.

Sistema d’alimentacio ininterrompuda.

Variable de la velocitat d’agitacié a la DCU del Biostat MCD, rpm.
Velocitat especifica del consum d’oxigen, nmol/(10° cel-h).
Temperatura, °C.

Temps, h.

Temps inicial de registre de I'oxigen dissolt al 50%, h.

Tamp6 Tris-Acétic-EDTA.

Cicle dels acids tricarboxilics o cicle de Krebs.

Temps final

Temps actual, h.

Temps projectat, h.

Temps anterior, h.

Temps que triga en confeccionar-se la sequéncia d’analisi de 'OUR;,
h.

Durada del pols d’addicié

Temps d’actuacio.

Temps d’alimentacio.

Temps d’aturada o Temps de recollida.

Temps d’infeccid.

Temps post infeccid.

Tris[hidroximetil]- aminometa.

Relacié entre volums.

Volum de solucié d’aliment a addicionar, ml.

Volum de solucié addicionada en I‘anterior accié de control, ml.
Volum de mostra extret per a I'analisi fora de linia, ml.

Volum de soluci6 de NaOH (200 mM) afegida durant un periode
determinat, ml.

Volum de NaOH afegida, ml.

Volum del bioreactor en el temps actual, ml.

Volum del bioreactor en el temps anterior, ml.

Volum constant del bioreactor, ml.

Relaci6 volum-superficie (ml/cm?)

Viral Protein 2

Concentracio de cél-lules viables, cel-lules/ml.

Concentraci6 inicial cel-lular a temps igual a zero, cél-lules/ml.
Valor maxim de la concentracié de cél-lules viables, cél-lules/ml.
Concentracid de cél-lules totals, cél-lules/ml.

Concentraci6 de cél-lules viables, cél-lules/ml.

Rendiment aparent concentracié cel-lular/ glucosa, mmol/10° cel.
Rendiment intrinsec concentracié cel-lular/ glucosa, mmol/10° cel.
Rendiment oxigen/glucosa, mmol/mmol.

Rendiment oxigen/concentracio cel-lular, mmol/1 0° cel.



Nomenclatura

£ Criteri de desviaci6 de la metodologia de detecci6 del TOI.

u Velocitat especifica de creixement, h'.

i Velocitat especifica de creixement pel temps actual, h™.

ﬁi Velocitat especifica de creixement mitjana pel temps actual, h™.

Hmax Velocitat especifica de creixement maxima, h'.

LoUR Velocitat especifica de creixement estimada a partir de les dades del
consum d’oxigen, h™.

LOUR, i Velocitat especifica de creixement estimada a partir de les dades del
consum d’oxigen pel temps actual, h™.

o Desviacié estandard.

T Valor del temps de residéncia, h™.
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Analisi d'alternatives per a un bioprocés de produccié d’'una vacuna animal




Resum.

El present treball estudia el desenvolupament d’'un procés per a l'obtencié d'una
vacuna recombinant per a la proteccié de les aus de les explotacions agropecuaries de la
malaltia de Gumboro o IBD (Infectal Bursal Disease). El treball planteja estudiar diferents
sistemes alternatius, fonamentalment dissenyats al voltant de diferents sistemes biologics, per
tal de poder-ne fer, al final del mateix, una comparacié en termes de valoracié economica i en
termes de viabilitat tecnologica, donat que aquests dos tipus d’estudis sén els elements

essencials a I’hora d’establir un bioprocés.

Després de la introduccié general del treball, on es recullen els aspectes més
importants d’aquesta malaltia, el virus que la provoca, i la rellevancia de la seva profilaxis, i de
fixar els objectius del treball, s’analitza un primer sistema, en el Capitol 4. Aquest sistema
consisteix en I'obtencid del virus IBD a partir de la infeccié de cél-lules Vero. Es tracta d’'un
sistema que es podria anomenar convencional, i que normalment requereix d’'una posterior
atenuacié dels virus obtinguts per tal de preparar les vacunes. Aquesta aproximacié esta
relativament estandarditzada, ja que s’aplica per a la produccié de diferents tipus de vacunes, i

de cara a aquest treball esdevé el sistema de referéncia.

En els capitols seguents, s’analitzen tres alternatives al procés anterior. Totes tres
tenen en comu que I'agent vacunal ja no consisteix en el propi virus que provoca la malaltia
inactivat, siné en una proteina de I'envolta del mateix virus, VP2, que ha estat identificada com
a responsable de provocar una resposta immunolodgica adequada en els animals, i els hi
confereix proteccié en front de la malaltia. S’analitza doncs, la possibilitat d’obtenir VP2
recombinant, fet que permetria desenvolupar vacunes més segures tant en la manipulacié del
procés com del producte en si, i en la seva aplicacio. El Capitol 5 es dedica a I'expressio de
VP2 mitjangant un baculovirus recombinant, que al seu temps infecta cultius de cél-lules
d'insecte (Sf9), utilitzant un sistema d’expressido que ha estat cedit per a realitzar aquest

treball.

En el Capitol 6, s’estudia I'expressié de VP2 en cél-lules bacterianes (Escherichia coli) i
en llevats (Pichia pastoris). Es conegut el potencial d’'aquests sistemes donat que permeten
assolir concentracions cel-lulars i de producte molt elevades, perd per altra banda presenten
més dificultats i limitacions en I'expressio de molécules complexes. Aixi doncs, els esforcos
que s’han dut a terme amb aquests sistemes només han permés expressar VP2 en E.coli
mitjangant una proteina de fusid, perd sense aconseguir obtenir clons estables, i no ha estat
possible aconseguir I'expressié de VP2 en P.pastoris. No obstant, es considera que un treball

més aprofundit que el que s’ha pogut plantejar en el temps disponible per a realitzar aquest
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treball, podria permetre assolir aquesta expressid. Aixi doncs, per tal de poder valorar el
potencial que podria tenir aquesta opcié, i fins i tot ajudar a valorar la necessitat de treballar-hi
en més profunditat, el treball analitza i desenvolupa el sistema d’expressid basat en E.coli i
P.pastoris emprant una altra proteina recombinant com a model, 3-galactosidasa, de la que es

disposa de clons estables en els dos sistemes.

Els sistemes de cultiu per a I'obtencié de B-galactosidasa s’analitzen en els Capitol 7
(P.pastoris) i el Capitol 8 (E.coli). Encara que no s’hagi pogut expressar la proteina inicialment
desitjada, les dades obtingudes en aquests capitols permeten obtenir informacié rellevant
sobre aquests tipus de cultius, permetent realitzar I'estudi d’alternatives de bioprocés plantejat

com a objectiu principal del treball.

Finalment, el Capitol 9 planteja una sintesi de tot el treball, en la que es comparen les
quatre alternatives amb les que s’ha treballat. La comparacié és duu a terme mitjangcant el
plantejament d’'un bioprocés a escala industrial complet per cada cas, dimensionant-lo en
funcié d’'un escenari de produccié comu i emprant les dades experimentals obtingudes en els
respectius capitols pels diferents sistemes, i per acabar, la seva conseqlent valoracié en
termes econdmics. Malgrat algunes de les aproximacions que s’ha hagut de fer, la valua
d’aquesta analisi és permetre identificar la potencialitat de cadascun dels quatre bioprocessos,
aportant elements molt interessants de cara a possibles preses de decisidé sobre la seva

possibilitat d'implementacié.

Cal dir que aquest treball ha comptat amb diverses col-laboracions, entre les que es
destaquen la de Laboratorios HIPRA (Amer, Girona) i INGENASA (Madrid), empreses amb les
que s’ha desenvolupat una part d’aquest treball, mitjancant projectes conjunts amb el Grup
d’Enginyeria Cel-lular i Tissular (GECIT) del Departament d’Enginyeria Quimica de la UAB. Per
aquesta rad, en alguns moments del treball s’han hagut d’ometre detalls especifics que, no

obstant, no afecten la seva comprensio ni la valoracio dels sistemes estudiats.




Introduccié.

2. INTRODUCCIO.
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2.1. Els bioprocessos.

Els bioprocessos es centren en 'Us industrial d’organismes vius, part d’ells, o sistemes i
molécules d’origen bioldgic (com per exemple els virus i els enzims) amb la finalitat d’obtenir
nous productes o bé degradar residus nocius. Els bioprocessos s’apliquen a diferents
tipologies d’industria, com I'alimentaria, industries quimiques, industries de medi ambient,
farmaceéutiques, veterinaries i recentment els bioprocessos estan introduint-se directament en
el camp de la biomedicina, estudiant-se noves possibles terapies com la génica, la cel-lular, la

tissular o la viroterapia.

Encara que es podria dir que I'origen dels bioprocessos es situa en temps molt antics,
en processos de biotransformacié basicament fermentativa de productes d’origen agricola per
a l'obtencié de productes alimentaris (les primeres evidéncies daten del 4000 a.C. on es
descriu el procés d’elaboracid de cervesa en I'antiga Mesopotamia (Duboé-Laurence i
Breger-1985), i que el nombre de bioprocessos ha anat augmentant i evolucionant el llarg del
segle XX, la revolucié biotecnoldgica va arribar de la ma de la possibilitat i de la capacitat de
manipular el DNA. L’inici de 'anomenada Biotecnologia Moderna es sol situar als inicis dels
anys setanta, quan es realitza amb éxit el primer experiment emprant DNA recombinant per
Cohen i Boyer (1973). Els posteriors avengos en I'Enginyeria Genética i Molecular han fet
canviar de ple la concepcid de la biotecnologia i consequentment la de les disciplines que s’hi
relacionen directament, principalment en el camp de la medicina, I'agricultura i el medi

ambient.

Actualment el camp que genera més expectatives i on es dipositen més esforgos per a
desenvolupar nous productes i nous bioprocessos que permetin I'aplicaciéo de noves terapies
es situa en I'ambit de la salut. En el periode considerat entre els anys 1996 i 2005, s’ha llencat
al mercat una mitjana anual de 6 nous productes biofarmaceéutics, aproximadament un 9% del

total dels productes farmacéutics (http://www.pjbpubs.com/pharmaprojects), i a nivell general

en el 2005 hi ha disponibles en el mercat europeu uns 85 productes biofarmaceéutics, més del
doble respecte les dades de 1996. El mercat mundial de productes biofarmaceéutics,
considerant el total de vendes realitzades al 2005, fou de 41.175 milions d’euros, amb un
increment de gairebé el 20% anual (IMS Health, EuroBio 2006 Press Kit), mostrant-se com un
mercat continuament a l'alga. El cas concret de les vacunes recombinants, tot i assumir un
paper cada vegada més important dins del mercat dels biofarmacéutics, avui en dia només

representen un 1% del total del mercat global, tot i que en els Ultims anys ha doblat el seu
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valor (Bio4EU synthesis report), i un 46% del total de vacunes disponibles al mercat europeu

pertanyen a la categoria de vacunes recombinants. Entre les vacunes recombinants destaquen

la vacuna pel tractament de I'Hepatits B, “Cholera toxin B” pel tractament del colera, rHPV pel

cancer de matriu.

A mesura que es van desenvolupant i validant noves terapies, aquestes necessiten

plataformes industrials basades en el bioprocés per a la produccio dels elements necessaris

(biomolécules, virus, cél-lules, teixits...) per la seva universalitzacid, de manera que puguin

arribar al conjunt de la societat. L’aplicacié industrial de la Biotecnologia ha augmentat de

forma notable ja entrada la segona meitat del Segle XX. A la Taula 2-1 es mostren a tall

d’exemple alguns productes biotecnologics en 'ambit de la salut.

Produccié mundial

Producte Organisme
anual (Kg/any)

Penicil-lina Penicillium chrysogenum 3-4 10’
Antibidtics Tetraciclines  Streptomyces aureofaciens 1-10’

Eritromicina  Streptomyces erythreus 2-10°

Diftéria Corynebacterium diphtherie

Tétanus Clostridium tetani

Tosferina Bordetella pertussis .
Vacunes 1-10

Poliomielitis  Virus-cél-lula mamifer

Rubéola Virus-cél-lula mamifer

Hepatitis B Llevat recombinant

Insulina E. coli recombinant

Hormona de ] _ 4

. E.coli o cél-lula eucariota 1,5-10
B Lo creixement

Proteines terapéutiques

Eritropoietina Cél-lula mamifer

Anticossos

Hibridomes, CHO, NSO 100
monoclonals

Taula 2-1: Exemple de diversos productes biotecnologics que es produeixen per a cobrir necessitats en el camp de
la salut, on es detalla I'organisme que s’empra en el bioprocés i la quantitat anual produida.

La complexitat intrinseca dels bioprocessos fa que el seu desenvolupament, disseny, i

operacio,

només es pugui dur a terme de forma eficient des duna aproximacio

multidisciplinaria, amb la conformacié d’equips de treball integrats per bidlegs, quimics,
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bioquimics, biotecnolegs, enginyers,... Inclus de forma ja més recent s’han creat nous estudis
com els de Biotecnologia i Enginyeria Bioquimica, per a poder formar personal per a treballar

en aquest camp.

2.11. Etapes del disseny d’un bioprocés.

El desenvolupament d’'un bioprocés per a assolir la manufacturacié i comercialitzacio
d'un producte, i en particular quan té aplicacions en el camp de la salut, és llarg i costés, i s’ha
de considerar un seguit d’etapes que es descriuen tot seguit. Des de [linici del
desenvolupament s’ha de tenir en compte que les decisions que es prenguin a cada etapa,
influiran directament a les caracteristiques i definicid d’altres arees del bioprocés, i per tant
resulta important la interrelacié entre les diferents disciplines i equips de treball. La
interdependéncia de les diferents disciplines que caracteritza el desenvolupament d’un

bioprocés es simbolitza en la Figura 2-1.

Enginyeria Enginyeria
Bioprocés ADN recombinant
S
Desenvolupament { }
del Bioprocés =

Enginyeria
Metabolica

Figura 2-1: El procés global de desenvolupament d’'un bioprocés, representa un esforg
multidisciplinari per tal de poder donar resposta als diferents aspectes que cal consolidar,
des de la construccio del biocatalitzador, la definicié6 dels medis de cultiu i estratégia de
cultiu, i el monitoratge i control del bioprocés.

Definicié del producte: Cal definir en primer lloc quina problematica o necessitat es
vol resoldre, i quin és per tant el producte que es vol obtenir. Es a dir, definir I'aplicacié a que
es vol destinar el producte, ja sigui un producte nou que cobreixi un forat en el mercat o una
nova aplicacid d’'un producte ja existent. A partir de la seva definicid, és poden fixar les

possibles alternatives que hi ha. A tall d’exemple, en el cas de la profilaxis per a la prevencio
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d’'una malaltia, el producte pot ser una vacuna classica (un virus atenuat), o bé una vacuna
recombinant (una proteina) a definir entre multiples candidats. S’ha de definir, no tan sols el
tipus de producte, siné també les caracteristiques que ha de complir, com I'activitat bioldgica,
el risc de manipulacié del producte durant la seva produccio, I'eficiéncia, I'estabilitat, etc.. En
aquesta etapa s’usen técniques d’enginyeria de proteines i enginyeria molecular, per tal de

definir de forma acurada les caracteristiques de la molécula que es vol obtenir.

Definicio i elaboracié del Biocatalitzador: El segiient pas consisteix en dissenyar i
preparar el sistema bioldgic en el que s’expressara el producte desitjat, és a dir el que
s’anomena biocatalitzador. En aquest punt és molt importat tenir en compte que el procés de
produccié i de purificacié que s’haura de definir posteriorment dependra directament del tipus
de biocatalitzador i de la construccié que s’hagi definit, juntament amb les caracteristiques que
imposi el producte i la seva qualitat. El fet de no tenir en compte aquesta caracteristica duu
sovint a que alguns bioprocessos quedin descartats per manca de viabilitat econdmica, tot i
que el producte respongui a les caracteristiques definides. Aquesta etapa es centra
basicament amb I'is d’eines de la biologia molecular i la tecnologia del DNA recombinant, que
afegeix un ventall d’eines cada vegada més potents, per tal de dissenyar modificacions
genetiques sofisticades. En el cas de produccié de proteines recombinants aquesta tasca es
centra en primer lloc en la identificacio, I'obtencié i realitzacié de les modificacions necessaries
del gen que codifica per la proteina. En segon lloc en la tria i construccidé del vector que
posteriorment s’ha d’emprar en la modificacié de l'organisme que es vol usar per a la
expressié de la proteina. En aquest procés s’ha de tenir en compte de dotar a I'organisme i al
producte de caracteristiques que permetin la seva produccio i purificacié posterior, com ara la
resisténcia a antibidtics per a poder realitzar pressid de seleccié per a evitar pérdues
d’expressio, aixi com elements que facilitin la identificacié i seguiment del producte com la
insercio d’epitops especifics identificables per algun anticos, o també la insercié de proteines

amb afinitats per altres molécules que facilitin la purificacio.

Avaluacié de l'eficiéncia dels nous candidats a productes: Una vegada obtinguts
els sistemes bioldgics que expressen els productes candidats, és necessaria la produccié a
petita escala, per avaluar les propietats dels candidats, en comparacié amb les dels productes
ja existents si és el cas. En I'ambit de la biotecnologia aplicada a la salut, les proves
d’avaluacié d’aquestes propietats (per exemple I'eficiéncia terapéutica) depenen del tipus

d’aplicacié final (diagnosi, profilaxi, terapia,...), i del sector (salut humana o salut animal).

En el cas de la profilaxi en animals de granja, que és el tema en que s’emmarca aquest

treball, la valoracié del possible producte, és a dir del candidat vacunal, ha de superar les
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proves dels anomenats assaigs preclinics. Aquests assaigs es centren en realitzar proves in
vitro (amb cultius cel-lulars) i in vivo (amb animals) per a demostrar no tan sols I'eficacia de la
vacuna, sind els possibles efectes nocius que pugui provocar directament o indirectament, el
subministrament de la mateixa. Les proves a que s’han de sotmetre els candidats estan
regides a la Comunitat Europea pel CVMP (Committee for Medicinal Products for Veterinary
Use).

Els diferents estudis es centren en estudiar els efectes farmacologics incloent-hi la dosi
a subministrar, els efectes toxicoldgics com la mutagénesi (capacitat de provocar mutacions a
altres gens per part del farmac), la teratogénesi (malformacié del fetus i d’organs) i la
carcinogénesi (la induccié de cancers o carcinomes). Finalment els estudis també es centren
en descriure I'absorcio, 'administracid, aixi com el metabolisme associat al producte i la seva

excrecio:

L’absorcié inclou les rutes d’administracio, dosis, efectes de la ingesta alimentaria,

eficiencia d’absorcié i I'efecte del pas pel fetge.

e La distribucié inclou la distribucié en els teixits, 'acumulacié en el sérum, en el liquid
cefaloraquidi ( liquid incolor situat en I'espai subaracnoidal, en els ventricles cerebrals i en

I'epéndima), orina i bilis.

o El metabolisme fa referéncia als organs i als percentatges de toxicitat i teratogenecitat dels
metabolits. Aquests efectes sobre la malformacié dels érgans s’han devaluar no tan sols

pel producte d’estudi, sind també pels metabdlits que se’n puguin derivar.

e L’ excrecio fa referéncia a les quantitats i les rutes que desenvolupa lindividu per a
excretar la substancia que se li ha administrat, aixi com la permanéncia d’aquesta en el

cos i aparells vitals de l'individu.

Durant aquesta etapa de desenvolupament i amb els resultats que s’obtenen els
investigadors ja son capacos de descartar alguns del candidats que inicialment havien estat
seleccionats, reduint-ne aixi el nombre de candidats. Les tasques que es desenvolupen es

centren en el camp de la salut, ja sigui veterinaria o médica.

Parametritzacié i caracteritzaciéo del biocatalitzador: Primers cultius. Amb el
nombre ja reduit de productes candidats, en aquesta fase s’analitzen les caracteristiques

cinetiques del biocatalitzador, i la seva capacitat de produccio en cultiu. La caracteritzacio de
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les cinétiques ha de descriure el creixement i divisié del propi biocatalitzador, I'expressio de la
proteina o del producte en general, el consum de substrats, etc., aixi com dades de
rendiments entre diferents parametres com biomassa-substrat, producte-substrat, producte-
biomassa, etc.. Aquests parametres estan directament relacionats amb el medi de cultiu.
L’estudi metabolic i fisioldogic ha de permetre ajustar el medi escollit anteriorment i descriure les
problematiques o caracteristiques del biocatalitzador, per a poder dissenyar I'estratégia de

produccié més adequada i rendible.

En els processos industrials productius, la quantitat de producte que s’assoleix per
procés depén de la capacitat i eficiencia intrinseca del biocatalitzador que s’utilitzi, és a dir, de
la productivitat especifica, com de la quantitat de biocatalitzador actiu disponible per a la
produccié. Es per aquest motiu que hi ha un interés en desenvolupar processos productius
d’'alta densitat, pero tenint en compte que el desti final és la comercialitzacié d’un producte,
aquests estudis s’han de realitzar en condicions acceptables per les empreses productores,
tant a nivell econdomic com de simplicitat i robustesa del procés. La Figura 2-2 mostra un
esquema dels passos per a definir un bioprocés, des de I'inici amb la definicié del producte,

fins a la proposta del bioprocés complet.

- . i’:} = @

Producte . . Medi de cultiu
Biocatalitzador

¥ -
i =
] |
e S L —
- 1]
= o m ey e N O i

Monitoratge Primers cultius

1 1

| ||-,|.|'|1

(.Jc-)ntrol &
BIOPROCES -

Estratégies de cultiu

Figura 2-2: Esquema dels passos a seguir per a desenvolupar un bioprocés, des de la
definicio del producte fins a la proposta d’automatitzacio del bioproceés.
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Aquests experiments es realitzen a escala de laboratori, i han d’analitzar les diferents
possibilitats o tipus d’estratégia d’operacié per a cadascun (discontinu, discontinu alimentat,
semicontinu en perfusio, sistemes de dues etapes...), obtenint aixi diferents opcions
productives per a cadascun dels candidats triats. Tot i que en aquest estadi encara no s’esta
dissenyant la planta de produccid, si cal tenir en compte que algunes de les definicions que es
realitzin a aquest nivell, hi estan fortament relacionades. Finalment s’ha de dissenyar els
mecanismes de monitoratge i control del procés que siguin necessaries, definint com s’ha de
dur a terme el bioproceés, i com pot ser automatitzat basant-se amb les dades obtingudes en el

monitoratge.

Definicio del bioprocés productiu i de purificacio: Analisi del procés. El seglent
pas a efectuar pels candidats no descartats i els seus corresponents biocatalitzadors és la
definicio a grans trets de les diferents etapes de produccio i de purificacié del bioprocés per a
arribar a l'obtencié del producte. Tota la informacié generada fins aquest moment en les
etapes anteriors ha de permetre caracteritzar un bioprocés, i la definicié de les diferents etapes
que el conformen estan directament relacionades amb les decisions que s’hagin pres

anteriorment.

Per a poder realitzar I'analisi del procés s’ha de comencar per fixar la produccié anual
estimada. Per tal de poder quantificar la produccié és necessari un estudi de mercat en el que
es defineixi la potencial demanda del producte, tenint en compte I'ambit d’influéncia que pot
aconseguir 'empresa i la quota de mercat assolible en funcié de la resta de productes ja
existents pel mateix Us i el nombre d’empreses que els produeixen. L’analisi del mercat és una
tasca delicada en la que s’ha de tenir en compte les caracteristiques dels diferents productes
de la mateixa familia, avaluant els avantatges i desavantatges de cadascun dels productes, i
estudiant també I'evolucié d’altres productes similars en el passat i la seva implementacio

comercial.

En el cas de la profilaxis, aquest estudi es realitza a partir del coneixement del nombre
d’'individus que s’han de vacunar per any en una regié concreta definida, i partir de la definicid
de la quantitat d’antigen que s’ha de subministrar per individu. Aquest segon aspecte suposa
disposar d’'una informacié que implica un treball de desenvolupament previ de la vacuna en si,
i de les proves immunologiques del nou candidat vacunal. Un estudi de I'evolucié des dels
darrers anys i la consequent projeccié esperada en un futur proper de la poblacié sensible de
ser vacunada, juntament amb un coneixement de la legislacié (obligatorietat de vacunaci6 o

no), permet fer una prediccié més ajustada de la quantitat de producte a subministrar.
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Una vegada quantificada la produccié anual, s’ha de definir les principals etapes que
han de composar tot el procés de produccio i de purificacié del producte, on s’ha de quantificar
amb una certa precisié els rendiments (referits a la quantitat de producte restant, respecte a la
quantitat inicial) que hi ha en cadascuna de les principals etapes (sobretot pel que respecta a
la purificacio), i els costos associats a aquestes etapes. La quantificacié del procés, és a dir,
I'analisi macroscopic del balang de matéria per al producte es fixa a partir de les condicions de
sortida de la planta (balang de flux invers), tenint com a objectiu la quantificacié del producte
brut a generar en el bioreactor. A partir d’'aquesta dada es poden avaluar les principals

necessitats de medis de cultiu i reactius.

Aixi doncs, tenint en compte les dades sobre les caracteristiques del biocatalitzador
que s’han obtingut en etapes anteriors, les etapes definides de reaccid i de purificacio, i les
necessitats de produccié, es poden comparar les diferents alternatives, tant a nivell de
bioprocés com també a nivell econdmic. Es finalment el criteri de viabilitat econdmica el que
acaba marcant, en gran part, la prioritat en els criteris de seleccié del candidat que sera escollit

finalment.

Sintesi del procés: Amb el candidat seleccionat, la seglient fase (la sintesi), consisteix
en definir i seleccionar el conjunt d’operacions unitaries que cal desenvolupar en el procés
global d'obtencié del producte (produccio, purificacié, empaquetament,...) seguint els
requeriments de qualitat i seguretat del procés i del producte amb un grau de detall superior al
que s’ha tingut en les etapes preliminars de seleccid, préviament descrites. En aquest disseny
s’ha de tenir en compte la identificacié de quins sén els colls d’ampolla del procés, avaluar-los i
oferir alternatives per a resoldre’ls. A part del disseny de les operacions unitaries, també s’han
de considerar els serveis necessaris, els equips auxiliars del procés, aixi com el tractament
dels residus que es formaran a la planta. Es una etapa on el nivell de detall augmenta, aixi
com la precisié en els calculs i les estimacions. Al final d’aquesta etapa han de quedar
confeccionats els planols del disseny d’enginyeria preliminar, basats en el maxim nombre de

dades i en coneixements i estudis de canvi d’escala del procés.

Disseny d’Enginyeria: Completada l'etapa de sintesi del procés, el darrer pas,
consisteix en confeccionar els planols d’enginyeria complets, on es recullin en el maxim detall
totes les especificacions necessaries i ubicacioé en la planta (planol d'implementacio) per a la
seva futura construccié. Aquestes tasques de disseny acostumen a ser dutes a terme per

empreses especialitzades.
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Durant aquest procés, on es van succeint les diferents etapes, s’observa una
disminucié molt important del nombre de candidats a nous productes a mesura que avancga
I'estadi de desenvolupament i de coneixement del bioprocés, i es descarten candidats per
manca de viabilitat. Les opcions d’'un producte que es troba en fase de recerca i
desenvolupament d’arribar a la comercialitzacio es situen entre un 1 i un 3 % d’éxit, i en el cas
de biofarmacs, la relacié disminueix fins a un 0,1% d’éxit per als nous candidats (Bergeron i
Chan-2004). Només en els primers estadis on s’estudia i avalua el procés a escala laboratori o
pilot, es descarten aproximadament un 50% dels candidats (Harrison i col.-2003). A la Figura
2-3 es descriu aquest procés, en el que es produeix una drastica reducciéo de productes
candidats a mesura que es van succeint les diferents etapes de desenvolupament, fins arribar

al producte que finalment es produira i es comercialitzara.

Candidats a nous productes

EEERRRRRRENEIRANY

Estudi de viabilitat
Avaluacié del producte

Estudi de desenvolupament
Definicié procés i
analisi economic

Construccié i posta a punt
del procés productiu

Entrada
mercat

Productes Comercials

Figura 2-3: Figura on s’esquematitza com a mesura que s’avanga en les etapes de
desenvolupament d’un bioprocés, van reduint-se el nombre de candidats a nous productes,
de forma que només un reduit percentatge arriben a comercialitzar-se.

Pel que fa als productes amb aplicacions al camp de la salut, els recursos necessaris
per a poder realitzar un programa sencer de desenvolupament d’'un nou producte, estan a
l'abast d’'un nombre reduit d’empreses, degut a l'alt cost que representa. A més, en aquest
camp, el procés de validacié dels requeriments que ha de tenir el producte i el seu procés
d'obtencié es sotmeten a un estricte control que és llarg i costds. Per tal de poder arribar a
I'explotacié comercial, tant els processos com els productes han de ser aprovats per agéncies

d’avaluacid6 com 'AVMA (American Veterinary Medical Association), i 'TEMEA (European
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Medicines Agency) sota I'assessorament del CVMP (Committee for Medicinal Products for

Veterinary Use) (veure http://www.emea.europa.eu).
En aquest treball es pretén explorar diferents sistemes productius i analitzar els

corresponents bioprocessos per a I'obtencié de material bioldogic que conformi una vacuna per

a la profilaxis d’aus de granja aplicada a la malaltia de Gumboro.

2.2. El cas d’estudi: la malaltia de Gumboro.

La malaltia de Gumboro, és una malaltia virica que afecta principalment als pollastres
d’engreixament industrial i a les gallines de reposicié. Aquesta malaltia va ser reconeguda per
primera vegada com a entitat patologica especifica el 1962 a Gumboro (E.U.A)
(Cosgrove-1962). En estudis posteriors, al principi de la década dels setanta, va ser batejada
amb el nom de Malaltia Infecciosa de la Bossa de Fabrici (Infectious Bursal Desease, IBD)
(Hitchner-1970). Posteriorment, a finals dels anys 80, es van comencar a detectar a Europa
casos d’IBD causada per soques de virus molt virulentes. Aquests brots presentaven quadres
clinics aguts i afectaven inclus a pollastres al final de la seva etapa d’engreix, causant una alta
mortaldat. La malaltia es va estendre per Asia, Africa, Oceania, Centre i Sud Ameérica.
Actualment, aquesta malaltia esta estesa practicament arreu del mén, i és detectada
especialment en arees de gran explotacié de granges d’aviram. En aquest moment la

vacunacio contra el virus d’'IBD és universal.

Aquesta malaltia és causada pel virus IBD, que afecta de manera molt acusada les
cel-lules limfoides localitzades a la Bossa de Fabrici, el que comporta I'eliminacié selectiva de
precursors de limfocits B i conseqlentment, desenvolupa en els animals un estat general

d'immunosupressio.

L’analisi histologica d’un tall de la bossa de Fabrici permet estimar la tipologia del virus,
la seva viruléncia, i la seva capacitat de supressio del sistema limfocitari. A la Figura 2-4 es
mostra I'analisi histologica realitzada en dues bosses provinents d’'una au no infectada, i d’una
infectada amb IBDV, on es pot observar el nivell d’afectacié de la infeccié per la pérdua de

'estructura fol-licular de la bossa.
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Figura 2-4: Imatges comparatives de I'analisi histologica d’'una bossa de Fabrici d'una au sana (part superior) i d'una
au infectada per IBDV, on s’observa la pérdua de I'estructura fol-licular.

Altres lesions que presenten les aus infectades pel virus IBD sén la inflamacié de les
bosses de Fabrici amb edemes amb contingut gelatinds, inclus poden esdevenir
hemorragiques, i amb el pas del temps resulten atrofiques i poden aparéixer també
hemorragies intramusculars. Aquests tipus de lesions s’il-lustren a la Figura 2-5, on es poden
comparar bosses de Fabrici sanes i bosses de Fabrici inflamades i atrofiques, i en algun cas,
fins i tot hemorragiques, mostrant-se la severitat dels efectes patoldgics d’aquesta malaltia. La
identificacié en les explotacions aviars es basa en un quadre clinic en que les aus pateixen
diarrees, ericament del plomatge, depressio, apatia i pal-lidesa de les crestes, entre d’altres

simptomes.

Figura 2-5: Comparacio de bosses de Fabrici sanes, en front de les bosses inflamades per I'efecte del IBDV (imatge
dreta). A la part esquerra, imatge de bosses de Fabrici atrofiques i hemorragiques que s’observen en estadis
avangats de la malaltia.
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L’estat d’'immunosupressié causa un augment del risc a contreure infeccions
oportunistes en els animals que han sobreviscut, afectant el creixement de les aus i
augmentant la taxa de mortaldat derivada de la mateixa malaltia. A més, aquest estat també fa
disminuir la resposta dels animals a vacunes contra altres patdogens de l'aviram (Becht i
Muller-1991). Algunes soques molt virulentes de IBDV poden produir un index de mortaldat
des d’'un 30, fins a un 60% en pollastres de 3 setmanes d’edat, i els animals que sobreviuen
presenten llargs periodes d' immunosupressié. Les sequeles que comporta aquest estat sén:
dermatitis gangrenosa, sindrome d'anemia-hepatitis amb cossos d'inclusio, infeccions per E.

coli, i la ja esmentada baixada d'eficacia d'altres vacunes.

La via de transmissio pot ser directe o indirecte, ja sigui a través dels excrements d’aus
malaltes (directe), o bé a través del personal de I'explotacié o d’insectes com I'Alphitobius

diaperinus (indirecte).

Fins al moment, no s’ha descrit cap tractament efica¢g per a combatre la malaltia, i
només s’aplica un seguiment de les aus malaltes per a controlar les infeccions oportunistes i
'estat d'immunosupressio. L’ éxit del control de la malaltia recau en la vacunacio preventiva de
les aus reproductores. La immunitzacio de les aus reproductores és d’especial importancia per
a la transmissié d’immunitat passiva a la progénie. La preséncia de dita immunitat passiva pot
interferir en I'eficacia de la vacunacio de la progénie, en funcio de I' edat en qué les aus joves
sén vacunades, i de la viruléncia de la soca vacunal utilitzada. S'ha demostrat que els
anticossos maternals sén incapacos de protegir als pollastres d'engreixament davant les
infeccions per soques de IBDV virulentes, degut a que aquestes soques presenten petites
variacions en la configuracié genomica que els dona capacitat per a evitar ser bloquejades
pels anticossos neutralitzants. Aixi doncs, els pollets hauran de ser vacunats novament quan
el nivell d'immunitat maternal sigui 'adequats per tal que la vacuna no es neutralitzi. per a
combatre la malaltia, cal combinar la vacunacié de les aus amb una estricte aplicacid de

programes de desinfeccid i higiene de les instal-lacions.

La necessitat de vacunacié arreu del mén indica la importancia econdmica d’aquest
producte. Només a Europa hi ha 4.000 milions de pollastres d’engreixament, 270 milions de
gallines ponedores i 35 milions de gallines reproductores, i s’administren 5000 milions de dosis
per tal de combatre aquesta malaltia. Malgrat tot, s’estima que un 30% de les aus encara
queden afectades pel virus d’IBD, i les pérdues anuals a nivell europeu provocades per
aquesta malaltia a les explotacions s’aproximen a 900 milions d’ Euros, mentre que a nivell

mundial s’estimen en 3.600 milions d’ Euros (http://www.hipra.com/).
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2.2.1. ElvirusIBD.

L’ IBDV es el prototipus del génere Avibirnavirus de la familia Birnaviridae (Dobos i
col.-1995). Els virions d'IBDV tenen una grandaria de 60-65 nm, les capsides viriques
presenten una geometria icosaédrica, constituida per una combinacié de pentagons i
hexagons formats per les proteines VP2 i VP3. Les estructures de la capsida que formen
aquestes proteines es mostren en la Figura 2-6. Aquestes capsides permeten al genoma viral

estar protegit de la degradacio que patiria front les condicions ambientals.

VP LARGE CAPSID

Figura 2-6: Representacié de la simetria icosaédrica de capsides amb VP2, i esquema de l'orientacido de les
molécules de VP2, en capsides de gran i petita grandaria. A I'esquerra (A) es poden observar imatges de capsides
obtingudes directament amb microscopia electronica. A la dreta (B) s’observa la projeccié i els esquemes en tres
dimensions reconstruits segons la corresponent orientacioé de les molécules de VP2.

El genoma del virus esta constituit per dos segments de RNA de doble cadena de 3129
pb (A) i 2759 pb (B) respectivament. El segment A conté dues fases de lectura oberta (ORF),
anomenades A1 i A2. La ORF A1 codifica per una poliproteina de 106 kDa amb capacitat
autoproteolitica. Amb el processament de la proteina s’obtenen tres productes proteics
madurs: VP2, VP3 i VP4. Les dues primeres proteines formen part de la capsida virica, i la
VP4 és una proteina no estructural amb activitat proteolitica (Azad i col.-1985; Jagadish i
col.-1988). Aquest segment, i basicament la VP2, és el responsable de la antigenicitat, ja que
forma part de la capsida externa del virus, mentre que la VP3 forma part de la capsida interna.
Com s’indica a la Figura 2-7, la proteina VP2 posseeix una regi6 hipervariable (vWP2), que ha
suposat fins al moment una gran dificultat per a desenvolupar una vacuna que sigui realment

efectiva.
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vWP2
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Figura 2-7: Representacio simplificada de I'estructura molecular del genoma del virus de IBDV format pels dos
segments de RNA. El segment A conté la regié que codifica per les proteines que conformen la capsida externa
(VP2) amb la seva regio6 hipervariable (vVVP2), per la capsida interna (VP3), per la proteasa (VP4) i el gen VP5 del
que no s’ha identificat la seva funcionalitat. EIl segment B conté el gen VP1 que expressa la RNA polimerasa.

La ORF A2 codifica per una proteina no estructural de 16.5 kDa (VP5), 'activitat de la

qual es desconeix (Mundt i col.-1995).

Per altra banda, el segment B conté el gen que codifica per a I'expressio de la RNA

polimerasa viral, necessaria per a la sintesi del RNA que intervé en la replicaci6 virica.

2.3. Profilaxis contrala malalia de Gumboro.

2.3.1. Les vacunes classiques.

L’origen de les vacunes es situa en I'experiment que va realitzar Edward Jenner, I'any
1796, en el qual va utilitzar la vacunacié com a mesura preventiva contra la verola, malaltia
mortal en aquella época. La vacunacié consisti en I'administracio, a un infant, de material
provinent de pustules d’'una vaca causades per la infeccié d’'una variant del mateix virus
infectiu per aquests animals, que li va oferir resisténcia al ser posteriorment exposat al virus
que afectava als humans. El mot anglés Vaccination (vacunacio) prové del mot llati vacca
(vaca). Des d’aleshores s’han estat utilitzant les vacunes com a mesura profilactica per a

prevenir una gran quantitat de malalties, tant en homes com en animals.

Les vacunacions convencionals consisteixen en la introduccié del propi agent infeccids
que produeix la malaltia, o part d’ell, ja mort o modificat (atenuat), de tal manera que no es pot
desenvolupar la malaltia un cop introduit en el cos del pacient. Una vegada la vacuna ha estat
administrada, els necrofags del cos son els encarregats de transmetre la informacié

necessaria a les cél-lules immunitaries, que passen a produir els anticossos especifics
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capacgos de reconeéixer I'agent infeccids. Aquest, al ser reconegut per I'anticos, pot ser eliminat
per altres cél-lules immunitaries, mecanisme que protegeix lindividu de la malaltia. Si
posteriorment el cos reconeix altra vegada aquest agent infecciés, encara que sigui en forma
salvatge, els anticossos i limfocits el detecten, i el destrueixen. Per tant, I'eficacia de les
vacunes dependra de la forma de preparacio, formulacié, administracié i de la dosi
administrada, que generin els efectes protectors buscats, i al mateix temps, eviti efectes

secundaris no desitjats.

El problema principal que es desprén d’aquesta practica es basa en el fet d’administrar
a lindividu productes patdogens procedents del virus, ja sigui mort o inactivat, o les seves
secrecions. L’administracié d’aquests productes pot desencadenar efectes secundaris,
sobretot en animals de poc pes (Glazer i Nikaido-1994), podent provocar un afebliment, perdua
de pes, o fins i tot, 'animal pot arribar a emmalaltir. Un altre risc de treballar amb I'agent
infeccids consisteix en administrar per error una dosi vacunal mal atenuada a algun animal, fet
que comportaria conseqiéncies contraries a les esperades. En aquest cas, s’estaria propagant
el focus de la malaltia, amb conseqiiéncies fatals. Es per aquest motiu que, el procediment

d’atenuacio del virus ha d’estar molt ben controlat.

Des del punt de vista de la produccio, el fet que s’hagi de produir un agent infeccios en
grans quantitats implica importants exigéncies en termes de bioseguretat, tant en el procés
productiu, com en el procés de purificacio, i en tota la consequent manipulacié de l'agent
infecciés. Aquests processos han de garantir tant la proteccid dels treballadors (evitant que
resultin infectats), com la puresa i adequacié del producte. Tots aquestes aspectes acaben
tenint una repercussio directe en la construccié i 'operacié de la planta productiva, que esdevé
molt més complexa i costosa, per tal d'incorporar totes aquestes mesures de bioseguretat, que

al seu temps, soén exigides per les agencies de validacio.

Historicament, les primeres vacunes orientades a prevenir les epidémies causades pel
virus IBD es basaven en un preparat d’homogeneitzats de bosses de Fabrici provinents d’aus
que havien desenvolupat la malaltia, amb la intencié de produir lleus infeccions controlades
que permetessin desenvolupar el sistema immunologic en les aus. Aquests preparats
s’administraven per via oral, i oferien a les aus una certa proteccido, de manera que
posteriorment, al ser exposats a virus de camp, la simptomatologia que desenvolupaven les

aus que havien estat vacunades era menor i més moderada respecte les no vacunades.
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Produccio vacuna classica in ovo.

El sistema classic que tradicionalment s’ha emprat per a la produccié de la vacuna pel
tractament de la malaltia de Gumboro, consisteix en realitzar una produccio in ovo, que es
basa en la utilitzacié6 d’embrions de gallina com a substrat, als que se’ls administra a través
d’'una injeccié el virus nadiu a linterior dels ous (Figura 2-8). Amb aquest procediment
s’aconsegueix, mitjangant la maquinaria natural del virus, que aquest es reprodueixi i es
multipliqui a I'interior dels ous que han estat infectats. Un cop s’ha completat el cicle d’infeccio
dels ous, es procedeix a I'extraccié de la colonia de virus, i a la seva posterior purificacio i

inactivacio, per a ser utilitzats després com a vacuna.

Com s’ha explicat en l'apartat anterior, aquests virus han de ser atenuats abans de
poder ser administrats com a vacuna, de manera que, un cop injectats no puguin desenvolupar

la malaltia, al no tenir la capacitat ni d’infectar ni de reproduir-se.

Figura 2-8: Imatge de la administracié del virus via in ovo per a la produccié dels agents
virics que conformaran posteriorment la vacuna classica atenuada.

Aquesta tipologia de vacunes resulten utils per a combatre la fase clinica de la malaltia,
perd, es va descobrir la capacitat del virus de produir supressio de la bossa de Fabrici,
desenvolupant-se una fase subclinica de la malaltia per causa de I'estat d’'immunosupressié
que afectava a les aus. Per altra banda, la profilaxis amb aquest tipus de vacunes en aus
reproductores, ha mostrat uns resultats efectius pel que fa a la transmissié de proteccié en
front del virus a la descendéncia durant les dues o tres primeres setmanes de vida, gracies a

la immunitat maternal transferida per mitja del rovell (Pagés-Manté j col.-1991).

Actualment, la combinacié de la manca de proteccié en termes absoluts, les elevades

necessitats de produccié, la gran intensitat de ma d’obra associada a la vacuna produida “in
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ovo” i les habituals problematiques associades a les vacunes convencionals, han fet créixer
linterés en la produccid de vacunes alternatives, per exemple mitjangant tecnologia

recombinant.

2.3.2. Vacunes recombinants.

Les vacunes recombinants, al contrari de les vacunes convencionals, no estan
formades per organismes ni components patdgens. Una vacuna recombinant té la
caracteristica d’utilitzar una subunitat molecular immunodominant del patogen causant de la

malaltia, i acostumen a ser subunitats o péptids de la capside externa de I'entitat patdgena.

El procés d’obtencié de les vacunes recombinants, s’esquematitza a la Figura 2-9.
S’inicia amb la identificacié dels diferents candidats, és a dir, subunitats (proteines) que
normalment formen part de la coberta o capsida de I'agent infecciés. Un cop identificats els
diferents candidats, s’ha d’aillar el material genétic que codifica per a cadascuna de les
proteines escollides, i per mitja de la tecnologia del DNA recombinant obtenir constructes que
permetin, un cop introduits en I'organisme escollit, 'expressié dels candidats vacunals per a
poder realitzar les proves immunoldgiques per a la tria i la verificacidé de la capacitat de

proteccié immunologica dels candidats.
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Figura 2-9: La preparacio de les vacunes recombinants parteixen de la identificacié de subunitats de la capsida de
I'agent infeccios. Un cop definit el candidat vacunal s’ailla el gen procedent del DNA de I'agent infeccids i es clona
en un sistema d’expressiod biologic. Posteriorment s’ha de produir el candidat vacunal en un bioreactor, i un cop ha
estat purificat es pot administrar a I'animal, el qual desenvolupa el sistema de defensa immunologica, produint els
anticossos neutralitzants especifics que reconeixen I'agent infeccios.
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La primera vacuna recombinant que es va comercialitzar en el mercat mundial, va ser
la vacuna contra I'hepatitis B, que es va obtenir gracies a la introduccié d’'un gen de la capsida
del virus en llevats (Saccharomyces cerevisiae), que expressava una subunitat virica
(particules virals buides) capaces d’estimular el sistema immune. Actualment, el nombre de
vacunes recombinants per a Us huma ha augmentat, i se’'n produeixen per a la vacunacié
contra I'Hepatitis A, la malaltia de Lyme, la meningitis produida per Haemophilus influenzae
tipus B, o el colera, emprant totes elles organismes modificats genéticament (Casal i
col.-2000).

El sistema de defensa que s’activa en el cos de l'individu vacunat, és semblant al de la
vacuna convencional. A més, les vacunes recombinants afegeixen avantatges pel fet

d’administrar tan sols una proteina en lloc d’'un agent infeccios, que son:

= En el nou sistema ja no es treballa amb el virus nadiu. Per tant s’elimina la possibilitat de
que per error es provoqui un brot de la malaltia en les granges. De la mateixa manera, ja
no seran necessaries totes les mesures de seguretat associades al treball amb virus
nadius.

= Poden ser produides amb més facilitat i seguretat, amb una reproductibilitat elevada.

= Si el sistema esta ben desenvolupat, pot resultar més econdmic.

= Disminueix la possibilitat d’aparicié d’efectes secundaris en I'animal vacunat, ja que, com

s’ha explicat anteriorment, no es treballa amb organismes patdgens ni derivats seus.
= Un cop definit el procés de produccié, aquest podra ser reproduible amb idéntiques

condicions, obtenint-se aixi el mateix producte en tots els processos de fabricacid,

assegurant una estandarditzaci6 optima.

Antecedents: identificacié d'un candidat vacunal per a la constitucié d'una

vacuna recombinant contra la Malaltia de Gumboro.

El segment A del RNA del virus IBD codifica per una poliproteina precursora en l'ordre

5-VPX-VP4-VP3-3’ tal i com s’ha mostrat en la Figura 2-7. La poliproteina precussora es
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processa mitjangant diferents passos proteolitics per a produir les proteines viriques madures
finals, VP2 i VP3, i la proteasa virica VP4. Les proteines VP2 i VP3 son les components
majoritaries de I'estructura de la capsida del viri6 d’ IBDV. La VP2 conforma la part més
externa de la capsida i conté les regions antigéniques responsables per a la induccio
d’anticossos neutralitzants (Azad i col.-1987). La VP3 es considera I'antigen grup-especific
(Fahey i col.-1985a). La VP4 ha estat definida com la proteasa virica responsable del
processament de la poliproteina percussora (Jagadish i col.-1988). Es coneix que, la proteina
VP2 es forma a partir del processament proteolitic de la VPX, pero es desconeixen els punts
exactes de tall, i quines proteines estan implicades en aquest procés. Aquest processament és
fonamental en el procés de conformacié de la capsida virica. El processament de la
poliproteina es produeix en dues fases independents. La primera, contraduccional, déna lloc a
I'acumulacio de tres polipéptids: NH2-VPX-VP4-VP3-COOH. La segona fase del processament

déna lloc a la formacioé de la proteina madura VP2 a partir del precursor VPX.

La resposta serologica contra el virus es dirigeix fonamentalment a les proteines de la
capsida VP2 i VP3. La proteina VP2 és immunodominant, i és reconeguda de forma invariable
per sérums, tant de pollastres convalescents com d’animals hiperimmunes (Fahey i
col.-1985b). Nogensmenys, la major part dels anticossos monoclonals capagos de neutralitzar

el virus, reconeixen epitops conformacionals de la proteina VP2 (Fahey i col.-1989).

Un cop obtinguda suficient quantitat de cadascun dels possibles candidats vacunals, es
proven en animals vius per tal de seleccionar el més efectiu. En el present treball, cal
mencionar que aquesta tasca es duu a terme mitjangant un projecte desenvolupat de forma
conjunta amb les empreses LABORATORIS HIPRA (Amer, Girona), i INGENASA (Madrid).
INGENASA ha desenvolupat el baculovirus recombinants que expressen els candidats
vacunals, i LABORATORIS HIPRA ha efectuat la série d’experiments amb pollastres per a

comprovar 'eficacia dels candidats vacunals.

En el cas de la malaltia de Gumboro s’estudien diversos candidats per a la generacio
de la vacuna recombinant. A continuacié s’enumeren els candidats estudiats i els controls que

han estat utilitzats en les proves experimentals.

VP2: és una proteina que ha estat descrita com a altament immunoldgica, i s’obté en

forma recombinant a partir de la sequéncia del gen aillat del IBDV.

VPX: proteina abans de ser sotmesa al processament proteolitic, posterior a la seva

sintesi i anterior al assemblatge de la proteina VP2 madura en el virus.
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Poliproteina: Mescla de VPX (precursora de la VP2), VP3, VP4 i petites quantitats de

VP2. Aquesta mescla s’obté al expressar en baculovirus el ORF 1A del genoma IBDV.

BPL-2: (control positiu). Vacuna convencional.

Com a control negatiu s’hi introdueix PBS en lloc de I'antigen.

De les proves realitzades, la més representativa que mostra I'eficacia del candidat
vacunal per a produir una resposta de proteccié immunitaria és I'assaig de sueroneutralitzacio,
els resultats del qual es mostren a la Taula 2-2. Aquest assaig consisteix en vacunar animals
amb els diferents candidats vacunals (una dosi per cadascun dels candidats de 25 ug de
proteina), i passat el temps de resposta del sistema immunitari (28 dies), s’extreu el sérum de
'animal per a avaluar la concentracié d’anticossos neutralitzants que I'animal ha produit. La
quantificacio es realitza infectant cultius en monocapa als que se’ls afegeix una aliquota de la
dilucié seriada del virus IBD, i una aliquota de sérum de I'animal vacunat (que s’inactiva
préviament per a evitar que afecti al desenvolupament del cultiu cel-lular). Posteriorment,
s’observa al microscopi quina és la dilucid virica que el sérum ha estat capag¢ de neutralitzar,

que correspon a aquella amb la que s’ha infectat el cultiu que no presenti efectes citopatics.

Titol de SN
Candidat vacunal
(Unitats Farmacopea Europea)
VP2 200.000
VPX 25.000
Poliproteina 100.000
HG-BPL2 (vacuna control +) 100.000

No vacunats, infectats -

No vacunats, no infectats -

Taula 2-2: Recull dels titols de I'assaig de sueroneutralitzacié dels diferents candidats vacunals proposats, els
valors es mostren seguint la normativa de la Farmacopea Europea, que invalida els valors inferiors a 10.000 unitats.
Cada grup experimental consta de 10 animals i els valors que es mostren son la mitjana de tots els animals.
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De les conclusions de I'estudi efectuat en animals s’en destaquen:

e Tots els grups d’animals als que se’ls ha administrat alguna de les proteines
(candidats vacunals) compleixen els requisits exigits per la Farmacopea
Europea, en la que s’especifica que el titol de sueroneutralitzacié ha d’ésser

superior a 10.000 unitats per a poder ser considerat positiu.

e De les proteines experimentals provades, la que ha donat millor resultat pel que
fa a la proteccié davant de la infeccié experimental, ha estat el candidat vacunal

VP2, sequit de la poliproteina, i per ultim la VPX.
e La proteccié conferida per VP2 és major que la vacuna classica.

Els estudis dels candidats vacunals es completen per a poder descriure la dosi vacunal
efectiva i la via d’administracié. Les conclusions finals que es desprenen de I'estudi defineixen
la dosi vacunal de VP2 de 3 pg (tot i que amb 1 ug es produeix resposta immunitaria, la
concentracié d’anticossos neutralitzants disminueix), i es descarta la vacunacié per via oral,

havent-se de realitzar per via subcutania.

2.4. Plantejament del present treball.

El treball que es presenta a continuacid, es centra en explorar la possibilitat de
desenvolupar un bioprocés per a la produccié d'una vacuna animal, que permeti ser
implementat en una planta productiva. Com s’ha explicat en els primers apartats de la
introduccio, el treball es centrara en primer lloc, en I'estudi d’'un bioprocés comercial d’obtencio
d'IBDV, sistema basat en I'obtencié de virus IBD a partir de la infeccié de cél-lules Vero. Es
tracta d’'un sistema que es podria anomenar convencional, i que requereix d’'una posterior
atenuacio dels virus obtinguts per tal de preparar les vacunes. Posteriorment, s’analitzaran tres
sistemes diferents alternatius, consistent en I'expressié de la proteina VP2 recombinant,
proteina de l'envolta del virus capa¢ d’estimular el sistema immunologic dels animals, en
cél-lules d’insecte (Sf9), bacteris (Escherichia coli) i llevats (Pichia pastoris). La possibilitat
d’obtenir VP2 recombinant permetria desenvolupar vacunes meés segures tant en manipulacié
del procés com del producte en si, i en la seva aplicacidé, amb la consequent disminucio dels

costos de les instal-lacions industrials.
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El treball s’estructura en diferents capitols, cadascun es centra en un dels organismes
escollits per a la produccid. Els capitols s’inicien en I'estudi i construccié del biocatalitzador (si
es necessari), i un cop obtingut es desenvolupen diferents séries experimentals per a poder
fixar les caracteristiques i condicions del cultiu. Inicialment, s’estudiara les diferents opcions de
medis de cultiu per cadascun dels organismes, i un cop s’hagi definit el medi de cultiu que més
s’adequi, es prosseguira en l'estudi de diferents estratégies de cultiu, en busca de la que
ofereixi més rendibilitat al bioprocés. Tal i com s’ha explicat en apartats anteriors, aquesta
tasca va estretament lligada a la necessitat d’explorar les opcions de monitoratge dels cultius
que es vulguin desenvolupar, de manera que permetin obtenir informacié de I'estat fisiologic i
metabolic del cultiu, i per tant, en facilitin I'optimitzacié de la seva operacié a nivell industrial,

que a ser possible, ha de ser senzilla i robusta.

El conjunt de l'estudi pretén establir les bases pel desenvolupament d’un nou
bioprocés, que permeti realitzar I'analisi del bioprocés per a diferents sistemes d’expressid. Es
persegueix poder aportar informacié suficient basada en I'experiéncia empirica, per tal de
poder analitzar els diferents sistemes estudiats, i disposar d’elements que permetin identificar
potencialitats i riscs per cadascun dels cassos, i que al seu temps serveixin per a escollir els

millors bioprocessos a seguir desenvolupant.

L’analisi comparativa dels diferents sistemes, es planteja a partir del disseny de plantes
productives, que es dimensionen a partir de les dades empiriques obtingudes en els capitols
en que s’estudien cadascun dels sistemes. Amb I'ajut d’un programari de simulacio, es realitza
'analisi econdmica per cadascuna de les alternatives, que aportara informacié sobre els
diferents bioprocessos i els seus limits productius, aixi com els costos associats als productes

segons el sistema de produccio escollit.
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Objectius.

Objectius principals:

Analitzar diferents bioprocessos alternatius de produccié d’'una vacuna contra la
malaltia de Gumboro o Infectal Bursal Disease (IBD) en aus. Aquesta analisi es realitzara en
base a tres components fonamentals: el sistema bioldgic d’expressid, el sistema biotecnoldgic
de cultiu dels biocatalitzadors implicats en cada bioprocés, i finalment, I'analisi del bioprocés
complert que es pugui definir en cada cas. Aixi, el que es vol aconseguir en aquest treball és
estudiar i entendre les caracteristiques del sistema biologic escollit, i les peculiaritats dels
respectius sistemes de cultiu. Les condicions i caracteristiques del cultiu de cada sistema
d’expressio s’acaben projectant a nivell del bioprocés productiu final, fet que s’acaba reflectint
directament en I'economia del bioprocés, i conseqlientment en la seva viabilitat. D’aquesta
analisi econdmica se’'n podran derivar conclusions sobre la viabilitat i potencialitat de les

diferents alternatives estudiades.

Objectius especifics:

Es plantegen cinc grans blocs de treball:

- Estudiar el sistema convencional de produccié de la vacuna, basat en el cultiu de

cel-lules Vero i la seva infeccié amb virus IBD.

- Estudiar sistemes alternatius en base a I'expressio de la proteina VP2 de I'envolta del

virus en tres sistemes diferents:

a) Céllules d’'insecte, Sf9, infectades amb un baculovirus recombinant.
b) Cél-lules de llevat, Pichia pastoris.

c) Cél-lules bacterianes, Escherichia coli.

En tots aquests sistemes cal estudiar, no unicament els sistemes d’expressid, sind
també posar a punt els sistemes de cultiu, i en especial centrar-se en aquelles estrategies que
permeten assolir sistemes d’alta densitat cel-lular, per tal de maximitzar la productivitat. Aquest
esfor¢c ha de considerar aspectes que van des de la definicié dels medis de cultiu, infeccid,
etc., i fins a la possibilitat de monitoratge i control dels bioprocessos. Pel que fa a aquest
darrer aspecte, es planteja una aproximacio que es basa en la utilitzacié de sistemes senzills i

robusts, que es puguin aplicar de forma fiable en entorns industrials.
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- Finalment, es pretén comparar els diferents sistemes estudiats en base a la definicio
dels corresponents bioprocessos i a la seva analisi, també a nivell econdmic, de forma que es

pugui arribar a conclusions finals d’aquest estudi comparatiu.
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4. ANALISI DEL SISTEMA DE REFERENCIA:
OBTENCIO D’UNA VACUNA CLASSICA
BASADA EN L’EXPANSIO DE VIRUS IBD EN
Cél-lules Vero.
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Produccié d’una vacuna classica: IBDV-Cel-lules Vero.

4.1. Introduccio.

411. Antecedents.

Una de les fonts més habituals de produccié de vacunes viriques a nivell industrial es
realitza mitjangant I'expansio del propi virus i la seva posterior inactivacio. Per a desenvolupar
aquests sistemes cal disposar d’'una soca de cél-lules sensibles a ser infectades pel virus
d’interés, que en primer lloc s’han d’expandir fins assolir suficient concentracio cel-lular, per tal

de produir posteriorment la infecci6.

En el cas concret del virus IBD, que de fet és una opcié desenvolupada industrialment,
esdevindra la referencia o punt de partida escollit en aquest treball. En aquest capitol es
planteja estudiar les caracteristiques principals dels dos organismes i de la seva interaccio,
estudiar la influéncia d’alguns parametres sobre els cultius, i proposar millores. Tots aquests
aspectes permetran conéixer més a fons el sistema , basat en les cél-lules Vero com a cél-lula

receptora, i en la seva infeccié amb IBDV.

4.1.2. Elsistema IBDV-Cél-lules Vero.

Les cél'lules Vero es van aillar de la zona epitelial del ronyé del Mono Verd Africa
(African Green Monkey Kidney, Cercopithecus aethiops) per Yasumura i Kawakita al 1962
(Yasumura i Kawakita-1963). Es tracta d’'una ceéllula anclatge-dependent, és a dir, que
necessita d’'una superficie-suport on adherir-se per tal de créixer en cultiu. Aquest fet,
comporta utilitzar sistemes de cultiu que aportin, a més de tots els requeriments nutricionals, la
superficie sobre la qual les cél-lules creixeran adherides. A la Figura 4-1 es mostren dos
d’'aquests sistemes. En un cas, es realitza el cultiu en estatic en flascons i les cél-lules creixen
sobre la superficie de la seva base. En l'altre cas, els cultius agitats, s’utilitzen microsuports,
particules que ofereixen molt bona relacié superficie/volum, que solen ser emprades en
sistemes agitats, on els microsuports amb les cél-lules adherides es mantenen en suspensio

en el medi de cultiu.
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Figura 4-1: Imatges de cultius de cél-lules Vero: a I'esquerra cultiu en flascons on les cél-lules Vero creixen
adherides sobre una superficie de la base sense agitacio, i a la dreta cultiu sobre microsuports (Cytodex 3) on les
cel-lules creixen sobre superficies esfériques que es troben en suspensié en el medi de cultiu (sistemes en
agitacio).

Les cellules Vero han estat emprades ampliament per a realitzar estudis d’infeccio i
replicacié virica. Les cél-lules Vero son sensibles a la infeccid per part de SV-40, SV-5,
arbovirus, reovirus, adenovirus, poliovirus... La primera utilitzacié de les cél-lules Vero com a
cél-lula receptora per a la produccio de virus per a I'elaboracié de vacunes, va ser realitzada
per I'Institut Mérieux (actualment Aventis Pasteur) en la década dels 80, i va obtenir la llicencia
a Francga per a la produccié de la vacuna de poliovirus inactivada (IPV) i de la vacuna de

poliovirus oral (oral (live) poliovirus vaccine ,vacuna viva) (Montagnon-1989).
Pel que fa a la informacié sobre la soca de virus IBD (Infectious Bursal Disease Virus),

s’ha utilitzat una soca propietat d’'una empresa productiva, emprada en la produccié de

vacunes convencionals.

41.3. Medis de cultiu per a céel-lules animals.

El cultiu de cél-lules animals, tant de mamifers com d’insectes, requereix la utilitzacio
de medis complexes amb un gran nombre de substrats entre els seus components, ja siguin
medis amb composicid definida, com indefinida. Habitualment, aquests medis han estat
formulats per a operar amb una estratégia de cultiu en discontinu, en qué s’addicionen tots els
nutrients a l'inici del cultiu i la durada d’aquest depén del nutrient que s’esgota en primer lloc, si
existeix una limitacid per substrat, o de la acumulacié d’algun subproducte toxic del

metabolisme cel-lular.

Una de les desavantatges principals dels medis indefinits o semidefinits és la presencia

de components dels quals no es coneix la seva composicié en detall, fet que a vegades fa més
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complicat I'analisi d’aspectes com el metabolisme de les cél-lules. També els medis indefinits
s6n menys apropiats de cara al monitoratge i control. En aquest capitol es realitza I'estudi amb
un medi comercial definit, donat que aquest és I'emprat en els processos de produccio que es

prenen com a referéncia.

414. Sistemes de cultiu.

Una de les problematiques del sistema convencional IBDV-cél-lules Vero, ve associada
al tipus de cultiu, i al canvi en I'escala de produccié. Tanmateix, un sistema molt habitual en
aquest tipus de cultius sobre superficies son les ampolles rodants. Tot i que resulta ser un

sistema molt simple, el seu Us esta limitat pel que fa a la produccié de volums elevats.

L’ds d’ampolles rodants ha permés aconseguir a partir d’'un indcul viric de 10°
(particules infectives/mL) una concentracio virica final 10 vegades superior a la inicial, o un
index de replicacio viric de 37 (I'index de replicacio es defineix com la relacié entre el nombre
de virus que s’obtenen per cada cél-lula infectada), resultats obtinguts en treballs previs. Cal
esmentar que aquest index de replicacié virica no és habitual, sin6 més aviat baix si es
compara amb l'index de replicacié que s’obté amb altres virus, com ara baculovirus, on
s’obtenen entre 100 i 1000 vegades la concentracié d’infeccié (Elias i col.-2000), o els
adenovirus, amb els que s’ha arribat a nivells entre 10.000 i 100.000 virus finals per cél-lula
(Altaras i col.-2005).

A partir d’aquesta referéncia en ampolles rodants, es planteja explorar sistemes de
cultiu alternatius que permetin escales superiors. Els sistemes considerats es presenten a la

Figura 4-2, que d’esquerra a dreta son: ampolles rodants (sistema de referéncia), bioreactors i

flascons agitats.

Figura 4-2: Imatges dels diferents sistemes emprats pel bioprocés per a I'obtencié de virus IBD. D’ esquerra a dreta:
ampolles rodants, bioreactor Braun B i flascons agitats.
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L’ampolla rodant consisteix en un sistema de cultiu tancat, on les cél-lules creixen
adherides a les parets daquesta. L'ampolla s’introdueix en una estufa o cambra
termostatitzada, i es fa rodar sobre ella mateixa continuament per a aconseguir una millor
aeracio del medi, i que s’estableixi un contacte intermitent entre les cél-lules adherides en

monocapa i el medi.

Els bioreactors sén sistemes de cultiu autdnoms, que permeten treballar amb volums
elevats. Degut a aquesta caracteristica necessiten d’'un minim de sistemes especifics per a
l'aeracio, I'agitacio, la termostatitzacio i el control de pH. Degut a la naturalesa de la linia
cel-lular, el cultiu en bioreactor necessita incorporar particules de microsuports, per tal de

proveir de la superficie d’adhesié necessaria per a I'adhesié de les cél-lules.

Finalment, els flascons agitats son un sistema de cultiu que es troba a mig cami entre
les ampolles rodants i els bioreactors, i que es vol emprar per a poder estudiar com a pas
intermedi en el procés de canvi d’escala. Aquest sistema de cultiu es pot configurar de manera
que sigui obert o tancat, segons s’utilitzi un tap no permeable als gasos, o un filtre en una de
les boques d’accés. El seu cultiu es desenvolupa a l'interior d’'un incubador que permet
controlar la temperatura, la humitat i el % CO, en la fase gas. Els cultius es realitzen agitats en
suspensio (de forma similar als bioreactors) mitjangant una placa d’agitacio electromagnética, i
un péndol que alberga un imant en el seu interior. A la Taula 4-1 es recullen les principals

caracteristiques i condicions en que es desenvolupen els cultius segons el tipus de sistema

emprat.
Ampolles rodants Flascons agitats Reactors
Superficie Superficie plana Microsuports Microsuports
Tipus cultiu Estatic Agitat Agitat
Esforg tallant (“shear sterss”) No Mitja Elevat

V/S = 0,35 ml/cm?
(creixement) No determinat No determinat
V/S = 0,12 ml/cm? (infeccio)

Relacié Volum de cultiu (medi)

i Superficie d’ancoratge (V/S).

Sistemes oberts, amb control
Sistemes amb
Control de gasos Sistema tancat sense aeracio de 'atmosfera gasosa, o .
aeracio
tancat

Taula 4-1: Comparacio de diferents sistemes de cultiu per a la produccié de virus IBD en Cél-lules Vero.
Caracteristiques dels cultius en ampolles rodants, flascons agitats i bioreactors.
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La metodologia que s’empra es centra en una transicié des del sistema de cultiu de
referéncia, fins al cultiu en bioreactor, de manera que es variin el minim de variables possibles
en cada un dels sistemes que s’explorin. Es comencga pel sistema estatic en flasco, per passar
a continuacié a sistemes agitats en flascé, i finalment traslladar el bioprocés al sistema de

cultiu en bioreactor.

4.2. Posada a punt de les técniques de cultu 1

secuiment de la concentracié celllular en sistemes

estatics.

El punt de partida d’aquest estudi és el cultiu en un sistema en estatic, en concret els
flascons de cultiu. Donada la caracteristica d’anclatge-dependéncia d’aquesta linia cel-lular,
s’ha d’avaluar una metodologia que permeti realitzar el seguiment del creixement del cultiu. No
hi ha doncs, la possibilitat d’extreure una aliquota per a realitzar el recompte cel-lular per a
poder avaluar el creixement. En aquest tipus de cultiu s’ha de realitzar un procés de
tripsinitzacié, que permet desancorar les célllules de la superficie d’adhesio, per ser
recomptades posteriorment. Es planteja doncs, avaluar I'efecte de la tripsinitzacié sobre el
desenvolupament del cultiu, amb un experiment en que es realitza el seguiment de cultius que
es ftripsinitzen diariament (per cada mostra que es vol recomptar), i es compara amb el
seguiment d’'una metodologia de cultius en el que es treballa amb una série de multiples

repliques de cultius, en la que es sacrifica un cultiu per cada mostra avaluada.

Es duen a terme experiments d’'una banda en tres flascons de 25 cm?, i d’altra banda
en dues plaques de 6 pous de 9,2 cm?. L'indcul en tots ells és de 1-10* cél-lules/cm?. El volum
total de medi de cultiu en el cas de la placa de 6 pous és de 1,5 ml, mentre que el volum del

flasco de 25 cm? és de 4 ml.

El seguiment es realitza cada 24 hores, i és diferent segons cadascun dels casos: pels
flascons s’extreu el medi de cultiu, a continuacié es realitza el protocol de tripsinitzacié de
cadascun d’ells, i es procedeix al recompte cel-lular. Posteriorment, i un cop centrifugades les
cél-lules anteriorment tripsinitzades (1000xg 5 minuts), es retornen al seu corresponent flasco

amb el mateix medi de cultiu. Pel seguiment de les plaques de 6 pous es realitza la
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tripsinitzacié (sacrificant un pou diferent per cada mostra) cada 24 hores, i es procedeix al

recompte cel-lular.

A la Figura 4-3 es mostren els perfils de concentracié de ceél-lules totals que s’han
obtingut en els diferents sistemes. S’observa en ella, que els cultius que han estat tripsinitzats
consecutivament per tal de recomptar les cél-lules viables, el procés de tripsinitzacio afecta
notablement al creixement, i després de dues tripsinitzacions, el cultiu no disposa de prou
temps per a recuperar-se i consequentment, el nombre de cél-lules viables decau. Aquest
efecte és degut a la degradacié que pateixen les proteines d’adhesié de la membrana, les
quals son imprescindibles per I'adhesio, sense la qual no es possible la divisio cel-lular en les
linies anclatge-depenents. Per tant, es conclou que no és possible seguir la concentracié
cel-lular en un sol cultiu, necessitant-se un nombre de répliques de cultius independents en

paral-lel igual que el nombre de mostres que es vulguin avaluar.
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0 24 48 72 96 120 144
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Figura 4-3: Perfils de concentracioé de cél-lules Vero creixent en plaques de 6 pous (6 mostres independents) i en
flasco de cultiu (tripsinitzacio del cultiu per cada mostra).

Aquest sistema implica, per tant, més esfor¢ experimental, i suposa que tots els cultius
que es realitzen en paral-lel segueixin la mateixa evolucid, fet que comporta la necessitat
d’establir de forma molt acurada, idéntiques condicions en tots els experiments (volums de

cultiu, concentracio i viabilitat de I'inocul,...).
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4.3. Parametritzacid de les condicions de cultiu:
relaciéo V/S1inivells de CO..

43.1. Estudidelarelacio V/S en cultius estatics.

L’estudi d’aquest primer parametre sorgeix de la idea de que es pugui produir un
limitacio de substrats en el bioprocés, que pogués desembocar a una ineficiéncia de I'infeccio
virica i conseqlentment de la replicacid. Per aquest motiu, es dissenya un experiment que es
dura a terme en flascons de cultiu de 25 cm? amb tap sense filtre, per a mantenir el sistema de
cultiu estatic i sense aeracio. D’aquesta manera, des del punt de vista de l'intercanvi de gasos
a lincubador de CO,, es reprodueixen les mateixes condicions que en els experiments en
ampolles rodants, que, com s’ha assenyalat anteriorment, son el sistema de referéncia
industrial en el cas concret que s’avalua. Es sembren 10 flascons amb un volum de 8,8 ml
(relacioé V/S=0,35), i 10 flascons amb 3 ml de medi MEMG amb un 10% de FBS. L’inocul que
s'utilitza és de 2,5-10* cél-lules/cm?, igual per tots els cultius, i els experiments es realitzen en

un incubador amb una humitat del 95% a 37°C.

La presa de mostra per procedir al recompte cel-lular es realitza aproximadament cada
24 hores, sacrificant un flascé de cada tipus per mostra, i al quart dia de cultiu (quan ja
normalment s’assoleix la confluencia en monocapa) es procedeix a realitzar la infeccié amb el
recanvi de medi (MEMG sense sérum), mantenint les relacions V/S que s’han definit per a
I'etapa de creixement. Les mostres de les titulacions es realitzen a I'inici de la infeccio, al quart,
i sisé dia, segons els protocols corresponents. La Figura 4-4 mostra els perfils dels cultius que

s’han obtingut, tant a nivell de concentracio cel-lular, com virica.
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Figura 4-4: Estudi de l'efecte de la relacié V/S en cultius estatics de célllules Vero sense intercanvi de gasos
(flascons tancats). S’estudien els casos de V/S=0,35 i V/S=0,12. A I'esquerra es mostren els perfils de I'evolucié de
les cél-lules totals (part superior) i de la concentracié de cél-lules viables (part inferior). A la dreta es mostren les

evolucions de la concentracié del titol viric (part superior) i la quantitat de virus totals (part inferior). MOls de 1-107
per V/IS=0,35i de 1107 per la relacié de V/S=0,12.

Els resultats obtinguts mostren com en els dos casos de relacions diferents de V/S
assoleixen la mateixa quantitat de céllules viables totals (4-10° cél-lules, figura superior
esquerra), tot i que sembla que per la relacidé V/S= 0,35 I'aparicié del maxim pateix un retras
respecte els cultius amb V/S=0,12. Aquest retras podria ser degut a la menor velocitat de
transferéncia d’oxigen degut a 'augment de l'algada del medi de cultiu sobre la monocapa
cel-lular, causant un gradient de la concentraci6 d’oxigen dissolt entre la superficie
d’adherencia, i la interfase liquid-gas. Per altra banda, la limitacié del cultiu, almenys pel cas
de major proporcié de medi (V/S=0,35), no pot ser deguda a un exhauriment de substrats ja

que aquests es troben en major quantitat que pel cas de V/S=0,12, i el creixement és idéntic.
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Per tant, el més probable és que els cultius assoleixin el maxim de concentracid quan

s’exhaureix I'O,, o bé quan es satura la superficie d’adheréncia de la placa.

Donat que s’assoleix una quantitat de cél-lules idéntica, degut al menor volum de medi
emprat en el cas de V/S=0,12, la concentracié cel-lular referida al volum de medi és major en

aquest cas, i per tant, hi ha un major aprofitament del medi de cultiu.

Un efecte similar es pot observar en el seguiment de la concentracié de virus. La
concentracié virica en el cas de menor proporcio de medi de cultiu (V/S de 0,12) assoleix un
valor de 30:10° particules infectives per mL. En canvi I'altre cas (V/S de 0,35), s’'obté una
concentracié de particules infectives tres vegades menor (inversament proporcional al
augment de medi de cultiu). En canvi, la quantitat de particules infectives totals al final del
cultiu és similar, i per tant I'index de replicacié pel cas de V/S=0,35 és menor, és a dir,
I'eficiéncia baixa al augmentar el volum de medi per les caracteristiques del cultiu. Aquest fet
pot ser degut a la major dificultat d’'interaccio virus-cél-lula deguda a 'augment del gruix de la

capa de medi.

Finalment, degut a la baixa MOI que s’ha utilitzat, de I'ordre de 1072 i assumint que
cada virus infecta una cél-lula, es pot pensar que aquest index de replicacio virica (virus que
es produeixen per cél-lula infectada) és proper al maxim que es pot assolir, ja que en el cas de
V/S=0,12 és de 27 virus/cél-lula infectada, i el cultiu en ampolla rodant de referéncia és similar
(37 virus/cél-lula infectada). En canvi, en el cas de V/S=0,35 I'index de replicacio baixa fins a
un valor proper 5. Aixi doncs, el resultat mostra que tot i que es canvii de sistema de cultiu, es

conserva aproximadament el comportament respecte el cultiu de referéncia en ampolla rodant.

A partir d’aquests primers resultats, es realitza una nova série experimental en que es
conserva la metodologia anteriorment exposada, pero es varia unicament el tipus de tap del
flasco utilitzat, emprant taps amb filire que permeten intercanviar els gasos amb ['exterior.
D’aquesta manera, es vol comprovar si els experiments anteriors estaven limitats per oxigen.
Es realitzen deu cultius amb cadascuna de les relacions de volum-superficie, i es cultiven els
20 flascons en un incubador amb un percentatge a la fase gas del 5% de CO,, una humitat del

95% i una temperatura de 37°C. Els resultats que s’obtenen es mostren a la Figura 4-5.
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Figura 4-5: Estudi de I'efecte de la relacié V/S en cultius estatics de cel-lules Vero amb intercanvi de gasos amb una
atmosfera controlada amb un 5% de CO,. S’estudien els casos de V/S=0,35 i V/S=0,12. A 'esquerra es mostren els
perfils de cél-lules totals (part superior) i de la concentracié de cél-lules viables. A la dreta es mostren les evolucions
de la concentracio6 del titol viric (part superior) i de la quantitat de virus totals (part inferior). MOls de 1072

Els perfils de céllules viables mostren clarament que el motiu de la limitacié del
creixement cel-lular en I'experiment anterior era la manca d’oxigenacié del sistema de cultiu,
superada amb la introduccié del tap amb filtre, ja que la quantitat de cél-lules totals que
s’assoleix en el cas de V/S=0,35 (12:10° cél-lules) triplica el nivell de assolit en el cas de
V/S=0,12 (4-10° cél-lules), és a dir, que 'augment en la quantitat de céllules és proporcional a
'augment de la quantitat de medi, i per tant, de quantitat de substrats. Es descarta doncs, la
hipotesi de que el factor limitant fos la superficie disponible. Aquest augment proporcional es
veu clarament reflexat en al corba de concentracié cel-lular, ja que en els dos casos s’arriba

aproximadament a 15:10° cél-lules/mL. El fet de que la concentracid cel-lular final sigui la

-50-



Produccié d’una vacuna classica: IBDV-Cel-lules Vero.

mateixa en els dos casos, fa arribar a la conclusié de que aquest és el limit de concentracio
cellular (referida al volum del cultiu) que es pot assolir amb el medi emprat. D’altra banda,
aquest és un nivell de concentracioé forga habitual en cultius de cél-lules animals en sistemes
similars. Es important tenir en compte aquest exhauriment del medi de cultiu de cara a la
segona part del procés, la infeccié virica, en la que caldra aportar nous nutrients per a garantir
que durant el procés d‘infeccié no hi hagi cap limitacié. Per tant, en el moment de la infeccio és

important realitzar un recanvi de medi, com s’ha fet en els casos anteriors.

Un altre aspecte que es desprén de I'experiment realitzat, és el de la superconfluéncia i
'abséncia de la inhibicid del creixement cel-lular per contacte entre les cél-lules sobre la
superficie del flascd. Una observaciéo amb microscopi del flascé, mostra com el flascé amb una
relacié V/S = 0,12 assoleix una total confluéncia, perd aquest fet no impedeix que el cas del
cultiu amb major quantitat de medi (V/S = 0,35), continui desenvolupant-se i creixent més enlla
de la confluéncia del cultiu en monocapa. Aquest creixement cel-lular en super-confluéncia, tot
i que resulta positiu per 'abséncia d’inhibicié del creixement, pot presentar limitacions a I'’hora

de la infeccid, donat que es pot limitar 'accessibilitat de les cél-lules per part del virus.

No obstant, el que resulta més rellevant de I'experiment és que en cap dels dos casos
es produeix un augment de la concentracié de particules viriques, és a dir, que la infeccio
virica no ha progressat adequadament. L’Unica diferéncia entre I'experiment anterior i el
present, és la capacitat d’intercanvi de gasos amb una atmosfera controlada al 5% de CO,
amb que s’ha dotat el sistema de cultiu, fet que té una influéncia directe en la pCO. i en el pH

del medi de cultiu.

En les linies cel-lulars de mamifers, s’ha descrit que poden produir-se canvis en la
glicosilacié i en les modificacions postransduccionals de les proteines de membrana segons la
concentracié de pCO, i del pH del medi de cultiu (Zanghi i col.-2000), i ser aquestes
incompletes o diferents al treballar a baixes concentracions de pCO.,. Alires estudis (Ogawa i
col.-1998) han determinat que la preséncia de receptors de membrana amb un patré de
glicosilacié determinat i especific del virus, sén essencials per a la penetracié del virus en les
cel-lules de mamifers. Tenint en compte aquests resultats es planteja la hipotesis de I'efecte
d’'una elevada pCO, sobre les modificacions postransduccionals, podrien afavorir la infeccid
del virus IBD. En el conjunt de les linies cel-lulars de mamifers, és habitual treballar a
concentracions minimes del 5%, establint-se també concentracions superiors al 15% de CO,

en la fase gas.
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Els cultius realitzats fins el moment, tant en ampolles rodants (cultiu de referéncia
industrial), com en flascons de cultiu (en els que s’ha pogut reproduir els resultats d’infeccio),
han estat sistemes estancs, és a dir, sense intercanvi de gasos. Aquest impedeix congixer la
concentracio de pCO; que hi ha en aquests cultius, ja que en un inici no hi ha CO, al flasc6 o a
I'ampolla, perd a mesura que es desenvolupa el cultiu, i com a consequéncia del metabolisme
aerobi el CO, s’acumula en el cultiu, perd es desconeix fins a quins nivells. Per tant, de I'analisi
dels darrers experiments, i de la manca d’infeccié viral, es conclou que cal aprofundir en la

quantificacié dels nivells de CO, de la fase gas en els sistemes de cultiu en estatic.

4.3.2. Efecte del percentatge de CO- en la fase gas dels cultius

estatics en incubador.

A partir de les observacions fetes en I'apartat anterior, es planteja un nou experiment,
en que es persegueix un augment de la concentracié de CO; en els cultius en flasco. En
concret, i en funcié de la informacié bibliografica, es fixa la proporcié del 13% de CO, en

'atmosfera de I'incubador on es realitzen els cultius.

L’incubador es posa a punt el dia abans de I'experiment per a assegurar que assoleixi
les condicions determinades, i els cultius no puguin veure’s influenciats per les desviacions
ocasionades pel sistema de control al realitzar el canvi de consigna. Es descarta la possibilitat
de treballar en condicions més elevades de CO, per la dificultat de mantenir les condicions de

I'incubador.

L’experiment es duu a terme en flascons de cultiu de 25 cm? amb taps amb filtre, per a
poder mantenir la concentracid de pCO, constant a partir de l'intercanvi de gasos amb
'atmosfera controlada de Il'incubador (Figura 4-6). Com en els experiments anteriors, es
realitzen els cultius en paral-lel, i per cada mostra es sacrifica un dels cultius per a poder fer
els analisis de concentracié cel-lular. En total s'utilitzen 10 flascons amb un volum de 8,8 ml
(relacié V/S=0,35) i 10 flascons amb un volum de 3 ml (relacié V/S=0,12) de medi MEMG al
10% de FBS. L'indcul que s'utilitza és de 2,5-10* cél-lules/cm?, igual per tots els casos. En la

infeccid es realitza el recanvi de medi amb MEMG sense sérum.
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Figura 4-6: Estudi de I'efecte de la relaci6 V/S en cultius estatics de cél-lules Vero amb intercanvi de gasos amb una
atmosfera controlada amb el 13% de CO,. S’estudien els casos de V/S=0,35 i V/S=0,12. A I'esquerra es mostren
els perfils de cél-lules totals (part superior) i de la concentracid de cél-lules viables (part inferior). A la dreta es
mostren les 3evolucions de la concentracié del titol viric (part superior) i de la quantitat de virus totals (part inferior).
MOIls de 10™.

Els resultats es presenten a la Figura 4-6. Tant pel que fa a la quantitat total de cél-lules
aconseguida per les dues relacions V/S de 0,12 i 0,35 (valors de 4:-10° i 1:10” cél-lules
respectivament), com pel que fa a la concentraci6 cel-lular, arriben a valors del mateix ordre
dels que s’havien observat en el cas d’incubar els cultius en una atmosfera amb un 5% de
CO,. Aixi doncs, 'augment de la concentracié de CO, no causa cap efecte negatiu sobre el
creixement dels cultius de la soca de cél-lules Vero. Per altra banda, es reafirma que el limit de
concentracié volumétrica que el medi MEMG pot suportar en aquestes condicions de cultiu és
situa al voltant de 15-10° cél-lules/mL.
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Aquests resultats confirmen les conclusions que s’han extret dels ultims apartats, en
que la limitacié del cultiu, una vegada es permet l'intercanvi de gasos amb una atmosfera
controlada, deixa de ser causada per la mancanga d’oxigenacio, i la limitacié del cultiu esdevé

a causa de I'esgotament dels substrats.

Es pot afirmar que I'augment de CO, atmosfeéric, i per tant del pCO, dissolt, millora
I'efectivitat infectiva del virus IBD sobre la linia de cél-lules Vero. Tot i la millora en el titol de
concentracio de particules infectives que s’ha aconseguit emprant una atmosfera amb un 13%
de CO,, el valor de l'index de replicacié ha disminuit, situant-se en la generacié de 13
particules infectives per cél-lula infectada, en el cas que s'utilitza una relacié V/S=0,12, i en el
cas de V/S=0,35, aquest valor encara és menor (aconseguint-se un index de replicacié de 10)
resultat, que ja s’havia pogut observar en el cas de I'experiment realitzat en flascons tancats
sense intercanvi de gasos. Com s’ha comentat anteriorment, aquest fet pot ser degut a la
major dificultat d’interaccié entre el virus i la cél-lula al augmentar el gruix de la capa de liquid

sobre la monocapa adherida de cél-lules.

Els resultats obtinguts fins al moment en cultius estatics en flascd, permeten descriure
uns criteris inicials a I'hora de plantejar la realitzacié d’experiments en sistemes agitats
(flascons agitats com a etapa a petita escala i bioreactors com a sistema industrial). En
general s’ha observat que una relaci6 de V/S massa elevada provoca el creixement en
multiples capes (superconfluéncia), i la possible pérdua de I'eficiéncia d’'infeccié. També s’ha
observat que s’ha d’evitar concentracions baixes de pCO,. Aquest, resultara un fet rellevant en
el cas de bioreactors en els que es bombolleja una fase gas (normalment per a aportar O,), i
en que de forma simultania s’hi pot produir una desabsorcié del CO, de la fase liquida, el que

forcara a entrar un corrent d’aeracié amb una barreja de aire i CO..

4.3.3. Cultius agitats amb relacio V/S=0.12, 1 un 13% de CO- en

la fase gas

Els sistemes agitats son I'opcid a desenvolupar quan cal augmentar els volums de
produccié i no es vol augmentar de forma lineal el nombre d’unitats de sistemes estatics (el
que comporta un requeriment elevat de recursos humans). En aquests casos, per tal de
subministrar suficient superficie d’adheréncia a les cél-lules en un volum relativament petit,
s’utilitzen particules de microsuports. En el present cas s’utilitza Cytodex 3 (veure Materials i

Meétodes), el qual t& una relacié superficie-massa de 2700 cm?/g. Es fixa la relacié V/S=0,12
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que implica una concentracié de microsuport necessaria d’aproximadament 3 g/L de Cytodex
3.

En bioreactors, degut a la disminucio de la superficie d’'interficie entre la fase liquida i la
fase gas en relacié al volum de cultiu, resulta necessari emprar un sistema d’aeraci6. Aquest
fet descarta I'opcié de realitzar cultius estancs sense intercanvi de gasos, per tant aquesta
alternativa s’abandona per no ser factible d’implementar posteriorment en un bioreactor

convencional.

En el present apartat s’estudia el cultiu agitat emprant flascons agitats, com a pas
intermedi per a arribar a desenvolupar cultius en bioreactor, on les particules de Cytodex 3 és
mantenen en suspensio. L'experiment es desenvolupa en un flascé agitat de 175 ml. Les
particules de Cytodex 3 s’hidraten en una solucid6 de PBS, en els mateixos flascons, i a
continuacié es procedeix a l'esterilitzacié per calor humit de tot el sistema. Una vegada
esterilitzat, es retira el PBS i s’introdueixen els corresponents 41,6 ml de medi MEMG amb un
10% de FBS. L'indcul es manté igual que en els experiments anteriors, 2,5-10* cél-lules/cm?, i
el cultiu es realitza en el interior d’'un incubador al 13% de CO,, una humitat del 95% i una
temperatura de 37 °C. L’agitaci6 es manté a la velocitat minima que permet mantenir les
particules de microsuports en suspensiéo (40 rpm). De manera similar a la metodologia
utilitzada en la resta de cultius, al quart dia es procedeix a la retirada del medi exhaurit i a la

infeccié amb medi fresc. Els resultats obtinguts es mostren a la Figura 4-7.
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Figura 4-7: Perfil de concentracié cel-lular, concentracié de glucosa, concentracié de lactat, i produccié de particules
infectives en cultius de cél-lules Vero en flascons agitats creixent sobre microsuports (cytodex 3) a una relacié
V/S=0,12. Els cultius s’han realitzat amb un percentatge de CO; en la fase gas del 13%. Infeccid en virus IBD a una
MOI de 0,02 virus/cél-lula.
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El perfil de la concentracié de cél-lules viables parteix d’un indcul de 1-10° cél-lules/mL,
i durant la fase de creixement la concentracié cel-lular augmenta fins a 12,5:-10° cél-lules/mL.
En aquest moment es procedeix a la infecci6 amb una MOI de 0,02 virus/céllula, que
representa una concentracié virica de 1,5-10* virus/mL, i s’efectua un recanvi de medi que
proporciona nutrients suficients perssolir un maxim de concentracié proper 20-10° cél-lules/mL,

valor superior al que s’ha pogut observar en els cultius estatics.

En aquest experiment es fa també un seguiment de les concentracions de glucosa i
lactat, per tal de tenir uns indicadors basics del metabolisme cel-lular i estudiar I'evolucié de
I'acumulacié del lactat (metabolit secundari), potencialment toxic a altes concentracions per a
les cél-lules animals (Sanfeliu-1995). A la Figura 4-8 es mostra el mecanisme que descriu la
generaci6 del lactat en les cel-lules animals. La glucosa, principal font de carboni i energia es
metabolitza per la via de la glicdlisi fins a piruvat, en la que es genera NADH, i el piruvat pot

ser oxidat fins a CO,, via el cicle dels acids tricarboxilics.
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Figura 4-8: Esquema simplificat del metabolisme central de les cél-lules animals, on es mostra la regeneracié del
NADH a NAD per mitja de la conversi6 del piruvat a lactat.

Per mantenir la via de la glicdlisi activa és necessari regenerar aquest NADH format a
NAD". La cinética d’aquest mecanisme esta fortament limitat per la baixa velocitat de transport

del NADH a linterior del mitocondri, de manera que la cél-lula fa Us d’un sistema alternatiu per
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a la regeneracié del NADH, basat en la reaccid de piruvat a lactat en el citoplasma. Aquesta
via és molt menys rendible ja que s’excreta un subproducte d’oxidacié incompleta, el lactat, i

consequentment el piruvat no pot ser oxidat fins a CO,

Inicialment, el medi de cultiu t¢ una concentracio de 4 g/L de glucosa que disminueix
fins a 1 g/L en el moment del recanvi de medi, quantitat suficient per a garantir que no hi hagi
una limitacié en el brou de cultiu. Amb el recanvi de medi, la concentracié de glucosa es
recupera i posteriorment torna a disminuir fins a valors propers a 0,3 g/L. Aixi doncs, no

s’observa una limitacié de la font de carboni i energia.

La concentracid virica que s’assoleix és de 1,47-10° particules infectives/mL, que
comporta un augment de la concentracio virica respecte l'inici de la infeccidé de 10 vegades. Si
es compara amb el valor de I'index de replicacié virica que s’ha obtingut en els cultius en les
mateixes condicions perd en cultiu estatic (amb un percentatge de CO, a la fase gas del 13%),
s’observa que el fet de canviar les caracteristiques no afecta notdriament els valors obtinguts
anteriorment, passant d’un valor d’index de replicacié de 13 virus/cél-lula infectada en el cas
dels flascons, a 10 virus/cél-lula infectada en els cultius en flascons agitats. Donada la major
capacitat de produccio dels sistema agitat, es continua estudiant el seu desenvolupament. Un
dels factors que apunta ser important a ’'hora d’haver pogut recuperar els nivells habituals de
replicacié virica en el sistema, és l'increment del percentatge de CO, a la fase gas del cultiu.
Per aquest motiu es considera interessant estudiar amb més detall aquesta variable, per a

poder ser implementada en cultius en bioreactor.

4.4. Culdbu en bioreactor. Sistema indirecte pel

manteniment del CO. dissolt, basat en la mesura del pH.

Els resultats que s’han obtingut als apartats anteriors permeten explorar el procés en
bioreactor de 2 litres, mantenint parametres préviament definits pel que fa a la relacié volum de
medi respecte la superficie disponible de V/S=0,12, i la pCO, que hi havia quan la
concentracio de CO; a I'atmosfera de I'incubador era del 13% (que no s’ha quantificat), per a la

produccié de IBDV mitjangant la infeccio de cel-lules Vero.

No obstant, el canvi de sistema obliga a posar a punt una mesura indirecta pel

manteniment estable de la concentracié de pCO., ja que aquest parametre ha estat descrit
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com a clau per a aconseguir que hi hagi infeccid, i en els cultius en bioreactor no es pot regular
directament I'atmosfera de CO,. La problematica d’aquesta aproximacié recau en la poca
disponibilitat de sondes de pCO, comercials, i en la necessitat de no introduir canvis massa
substancials en els aspectes de monitoratge i control, que facilitin aixi la seva incorporacié en
els sistemes productius ja existents, molts dels quals han hagut de superar processos de
validacié per part d’agéncies de qualitat. No obstant, la bibliografia recull diferents sistemes
que s’han desenvolupat per diferents grups per a realitzar el monitoratge la pCO,. Es
destaquen I'is d’espectrofotometria de masses per a la quantificacio de CO, al corrent de
sortida de gasos, que permet determinar tant la concentracié6 CO, dissolt, com la seva
produccié (Frahm i col.-2002), aixi com I'is de sondes de pCO, optiques no invasives (Ge i
col.-2005). En aquest treball, d’acord amb la voluntat de desenvolupar sistemes que es puguin
incorporar de forma rapida a processos ja existents, s’ha optat per desenvolupar una solucié
senzilla tot i que indirecte, i que es basa en I's de les sondes i mesures ja existents en els

sistemes productius en bioreactor, en concret la mesura de pH.

S’aborda doncs, la possibilitat de mantenir constant el percentatge de CO, en el
bioreactor mitjangant el seguiment de forma indirecte i fora de linia, emprant el coneixement de
les caracteristiques i la composicio del sistema de tamponament del medi de cultiu (que en el
cas de cultiu cel-lular acostuma a utilitzar el bicarbonat/CO, com a tamponador de pH del

medi), tal i com mostra la Figura 4-9.

Ko K, Ks
K, K,

Figura 4-9 Esquema dels equilibris que s’estableixen en la solubilitzacié del CO; en aigua, i la seva relacié
d’equilibri amb el bicarbonat, que permet controlar el pH del medi.

L’evolucié del pH en aquest sistema ha de tenir en compte una altra espécie, I'acid
lactic. ElI metabolisme descrit en les diferents linies emprades en cultiu cel-lular, i sobretot en
els cultius de cél-lules de mamifer, provoca una acumulacié d’acid lactic com a subproducte de
I'oxidacié incompleta de la font de carboni. Considerant aquesta caracteristica, es planteja
I'estudi de I'efecte conjugat del CO, dissolt i de I'acid lactic sobre el valor del pH. L’experiment
consisteix en preparar diferents solucions de medi MEMG fresc amb diferents concentracions
d’'acid lactic (des de 0 fins a 4 g/L), i mantenint-les en incubadors de CO, consignats al 5, 9, 13
i 16 % de CO; en la fase gas durant un periode de 12 hores. Posteriorment, es mesura el pH
que ha assolit cadascuna de les solucions. Els resultats es mostren a la Figura 4-10, on es pot

observar per cadascun dels percentatges de CO, a la fase gas una relacié euclidiana, és a dir
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lineal, entre al concentracié de acid lactic i el pH del medi, fet que indica que s’ha arribat a un
valor constant de pCO,. Aquesta relacio lineal té un limit situat aproximadament al voltant de
3g/L d’acid lactic, on es perd la linealitat. No obstant, no s’ha assolit en cap dels experiments
realitzats una concentracié propera a aquesta magnitud, per tant es pot afirmar que dins del

rang de treball, la relacié es manté lineal.

La correlacié grafica de la Figura 4-10, mostra la interdependéncia entre les tres
variables: percentatge de CO, en la fase gas (en equilibri amb la pCO, a la fase liquida), pH i
concentracié d’acid lactic. Tenint en compte que el bioreactor amb el que es treballa i la seva
unitat de control digital (DCU) disposa de mesura en linea del pH, es planteja desenvolupar un
sistema que de manera indirecta permeti relacionar les variacions de pH, i la mesura de la
concentracié d’acid lactic, amb les variacions de la concentracié de pCO, dissolt en el medi, al

seu temps funcio del percentatge de CO; a la fase gas.

Per poder realitzar aquest tipus d’aproximacio, caldria que I'efecte sobre la davallada
del pH provocada per la concentracio d’acid lactic o de pCO, al medi de cultiu, fos

independent.
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Figura 4-10: Efecte en la variacio del pH segons la concentracié d’acid lactic i el percentatge de CO; en I'atmosfera
controlada de l'incubador, en el medi MEM-G.

D’aquesta manera, es planteja la hipdtesi de mantenir el nivell de la concentracié de
pCO,, si es coneix la porcidé de la variaci6é del pH generada per la dissolucié del CO, al medi.

El que es pretén és emular I'evolucio de la pCO, dels sistemes de cultiu en flascons, a partir
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de determinar el pH del medi. Per a mesurar I'efecte sobre el pH del nivell de didxid de carboni

dissolt, s’exploren dues possibles metodologies descrites a la Figura 4-11.

La primera consisteix en mesurar l'increment de pH al desplagar el CO, dissolt
mitjangant el bombolleig en el medi amb nitrogen gas. ElI bombolleig del N, provocara una
desabsorcié del dioxid de carboni, desplagant la reaccié des de la forma desprotonada del
bicarbonat cap a la produccié de CO,, sent aquest desabsorbit de nou. Aquest procés
comporta la desaparicié de protons del medi que es reflecteix en un augment de pH. La
diferéncia entre el pH inicial de la mostra, i el determinat després del bombolleig amb N, es
podra relacionar amb la concentracié de pCO,, essent el pH residual de la mostra el relacionat
amb la concentracio d’acid lactic de la mateixa.

L’altra opcio consisteix en bombollejar CO; a la mostra fins assolir el 100% de saturacio
de didxid de carboni dissolt (pCO,=100%). Aquest procés desplaca la reaccié en sentit invers
que en cas anterior, i per tant, hi ha d’haver una acumulacié de protons en la mostra que es

reflexa en una davallada del pH.

CO,(9)

Q K, Ky

CO,()+ H0 g H;CO; g HCO, + H*

DI "

N, (9)

K, K,
CO, (I)+ H,0 =— | CO, w— |CO.-+ H*

3 —

DI "

CO,(9)

Figura 4-11. Esquemes del desplagament de les reaccions d’equilibri al provocar un desplagament del pCO, dissolt
mitjangant bombolleig de N (figura superior) o bé saturant el medi per aportacié de CO; (figura inferior).

La quantificacié de I'evolucio de la variacié de pH que experimenta una mostra sintética
(medi MEMG fresc) al ser bombollejada per nitrogen o didxid de carboni es mosta a la Figura

4-12. L’assaig es realitza en tubs falcons de centrifuga de 50 ml (tubs conics) amb un volum
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de medi de 20 ml, i el bombolleig dels gasos es realitza a través d’'una pipeta Pasteur que
s’ubica al fons de tub, garantint aixi una homogeneitzacié de la mostra provocada pel mateix
flux de bombolles vertical del propi gas. El cabal de gas emprat és de 0,4 I/min. La mesura de

pH es realitza cada 10 minuts, havent-se d’aturar en bombolleig per uns segons.

10,0 N
9’5 ) O O ....... FORRRRREEE O ........ O
Lo
.0 s
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o
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Figura 4-12: Evolucio de la variacié del pH en una mostra de medi MEMG degut al desplagament del CO2 amb Na, i
a la saturacié del tampé bicarbonat degut a I'aportacié de COa.

Comparant de forma qualitativa les dues corbes de desplagament de la reaccié
d’equilibri bicarbonat-CO, (Figura 4-12), s’observa que la cinética de desplagcament per N, és
més lenta que no pas la cinética per saturacié de la pCO,, obtenint-se una corba amb un perfil
més suau, i I'estabilitzacié del perfil (és a dir el total desplacament del CO,) és progressiu. En
canvi, el perfil de la variacié del pH obtingut per saturacié de la pCO, mostra una primera fase
entre el moment inicial, i aproximadament els 15 minuts, una forta davallada i posteriorment, el
valor del pH roman constant indicant I'assoliment del 100% de saturacié de la pCO,. La
valoracié dels resultats apunta a emprar la segona metodologia per ser més rapida i requerir

menys quantitat de gas a bombollejar.

Una vegada triada la metodologia per a la quantificacié de la variaci6 de pH pel
desplacament del equilibri bicarbonat-CO,, és necessari comprovar que realment I'efecte
sobre el pH de cadascuna de les espécies és independent (CO, i acid lactic). L’experiment
consisteix en preparar diferents mostres sintétiques de medi MEMG fresc amb diferents
concentracions d’acid lactic (des de 0 fins a 4 g/L), i mantenir-les en incubadors de CO,

consignats a 5, 9, 13 i 16 % de CO, durant 12 hores. També es prepara una série que no es
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realitzara en incubador, sind que se li bombollejara N, per desplagar el CO, dissolt.
Posteriorment i de forma immediata, es mesura el pH que ha assolit cadascuna de les
solucions, i a continuacioé es procedeix a la saturacié de la pCO, de les mostres, bombollejant

CO, durant 20 minuts i mesurant el pH final. Els resultats es mostren a la Figura 4-13.

10
; _\A\
e Bombolleig amb CO.,.
8 1 o 16% CO, fase gas
T o 13% CO, fase gas
7 - ¢ 9% CO, fase gas
a 5% CO, fase gas
Ao Bombolleigamb N,
5 _'_\"‘\—u\‘\.‘\‘\.—\
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Figura 4-13: Variaci6 del pH en medi MEMG en funcié de la concentracié d’acid lactic i del percentatge de CO2 en
la fase gas. Com a valors de referéncia s'utilitza el bombolleig directe amb CO, i amb Na.

Els resultats mostren i confirmen la independéncia sobre I'efecte del pH de cada una de
les espécies presents en el medi sintétic. Per cada subgrup de mostres que tenen la mateixa
concentracié d’acid lactic, el pH mesurat augmenta a mesura que disminueix la concentracio
de pCO,, i al realitzar la saturacié per bombolleig de CO,, totes les mostres amb la mateixa

concentracio de lactic evolucionen i s’estabilitzen en el mateix valor de pH.

Per altra banda, s’observa que els perfils lineals dels subgrups de mostres amb la
mateixa concentracié de pCO, (que estan en equilibri amb la concentracié de la fase gas de
CO, de 0, 5, 9, 13, 16 i 100%), tenen pendents aproximadament entre els valors de -0,21 i -
0,24 (unitats de pH / acid lactic (g/L)), configurant una série de rectes paral-leles. Aquesta
relacié mostra la possibilitat d’establir una metodologia de quantificacié de la concentracio de
CO; en la fase gas en equilibri amb la pCO,, sense necessitat de conéixer la concentracié de
acid lactic de la mostra, unicament mesurant la reduccio del pH en el procés de saturacié de la
pCO.,. Aixi doncs, a partir de les ordenades a l'origen de les diferents rectes, es pot calcular
I'increment de pH respecte 'ordenada a I'origen de la recta de 100% de saturacié de pCO,, La

Figura 4-14 mostra la representacio del % de CO; de la fase gas d’'una mostra, en front de la
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reduccié del pH que ha patit la mateixa mostra al assolir la saturacié per bombolleig de CO,,

observant-se que aquesta relacio dins del rang de treball (al voltant de 13% de CO,) és lineal.

18

16 - r* = 0,983

14 A

12

10 -

% CO, a la fase gas

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
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Figura 4-14: Relacié entre I'increment de pH i la concentracié deCO, de la fase gas en les
mostres de medi MEM-G.

Finalment s’estableix la correlacié pel medi MEMG que mostra la seglent equacié que
relaciona la concentracié de CO; en la fase gas d’'una mostra amb la reduccié del valor del pH

que experimenta per saturacié pCO, mitjangant bombolleig de CO; gas.
%CO0, = 34,74 — 20,60-ApH Equacio 4-1

Emprant aquesta metodologia senzilla, és possible realitzar un seguiment fora de linia
per a mantenir el valor de la pCO, constant en els cultius en bioreactor, si bé no es mesura el
valor concret de la pCO,, ja que aquesta dependria no tan sols del sistema de cultiu utilitzat,
sind també, de I'equilibri entre les dues fases i de I'equilibri entre les diferents espécies
quimiques que conformen el tampd de pH en el medi de cultiu, essent una mesura relativa i
sistema-dependent. A més, com que l'objectiu és aconseguir una pCO, constant que iguali la
que hi havia en els sistemes de cultiu que empren I'incubador, aquesta es pot establir a partir
de la diferéncia de pH que experimenta una mostra al enriquir-la amb CO,, sense necessitat
de conéixer el valor concret de la pCO,. En definitiva, d'una manera molt senzilla, tot i que
indirecte, es poden emprar les mesures de concentracioé d’acid lactic i de pH per a estimar els
nivells relatius de pCO, al sistema de cultiu en equilibri amb la fase gas, o per a estimar

I'efecte de la variacié del percentatge de CO, en el medi de cultiu.
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4.5. Cultius en bioreactor de 2 litres.

Una vegada posada a punt la metodologia per a poder mantenir la pCO, desitjada al
medi de cultiu, es plantegen finalment els experiments en bioreactor. Els aspectes addicionals
a tenir en compte en aquest sistema de cultiu sén basicament I'agitacio i I'aeracio, que poden
afectar al procés d’ancorament de les cél-lules als microsuports. L’agitacié es fixa a 40 rpm,
que és la velocitat minima observada necessaria per a mantenir els microsuports en
suspensio. Addicionalment, es dissenya una estratégia homologa a 'emprada en els cultius en
flascé agitat, en la que es provoquen tres aturades de cinc minuts espaiades en periodes de
30 minuts, per a afavorir el contacte entre el microsuport i les cél-lules. Pel que fa a l'aeracio,
es proposa iniciar el cultiu en un medi saturat, i no aerar-lo en I'etapa de creixement, donat que
(tenint en compte els nivells cel-lulars que s’espera assolir), 'oxigen no ha d’esdevenir limitant.
No obstant, si que es planteja aerar el cultiu una vegada es procedeixi en la infeccié del
mateix. El cabal d’aeracié emprat és de 3,33:10° vvm (0,2 I/h), sent una aeracié continua,

mantenint sempre la relacié de mescla de gasos.

Per altra banda, s’ha d’establir la metodologia per a mantenir el cultiu amb una pCO,
equivalent a la que hi havia en els incubadors consignats al 13% de CO, ( d’aqui en endavant
COyeq), Necessaria per una eficiéncia en el procés infectiu i replicatiu del virus. Emprant les
relacions (pH-concentracio d’acid lactic-% CO,) descrites a la Figura 4-13, es determina per un
medi MEMG, sense preséncia de cél-lules, el valor de pH = 7,21 per a disposar d’una COjeq al
13% de CO; en la fase gas, que s’ajusta a l'inici de la fermentacié préviament a la inoculacié
de cultiu. En les condicions d’operacié descrites anteriorment, s’ajusta la mescla de gasos
necessaria per a assolir el pH de 7,21, que s’obté fixant un 20% d’obertura de la valvula del
corrent de CO,. Aquesta operacid, ajustar el valor d’obertura de la valvula del corrent de CO,,
s’haura de realitzar per cadascun dels muntatges amb que es treballi, fins assolir I'increment
de pH desitjat a l'inici del cultiu, que al seu temps indica que es treballa en el valor de pCO,
desitjat. Cal operar d’aquesta manera degut a la naturalesa indirecta de la metodologia que

s’ha posat a punt.

Finalment, el recanvi de medi s’efectua al quart dia després de la inoculacié, i només
es necessari uns 10 minuts d’aturada de I'agitacié per a la precipitacié de la totalitat de les
particules de microsuports. A través d’una canula situada a uns 5 cm del fons del reactor,

s’efectua I'extraccié del medi esgotat i s’introdueix el nou medi (sense sérum) i I'indcul viric.
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45.1. Cultiu en bioreactor amb una V/S=0.12.

Finalment doncs, tenint en compte totes les consideracions anteriors, es planteja la
realitzacié d’'una série d’experiments en bioreactor amb una relacié de V/S = 0,12 (3 g/L de
Cytodex 3), una agitacié de 40 rpm, ajustant el pH inicial a un valor de 7,21 i deixant-lo
evolucionar lliurement. Es realitza dos experiments en aquestes condicions, treballant amb dos
valors diferents de MOI: 2,5:10%i 5 particules infectives/cél-lula.
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Figura 4-15: Evoluci6 del cultiu en reactor de 2 litres de volum, amb 3 g/L de Cytodex 3 (V/S = 0,12), una pCO; en
'etapa d’infeccidé equivalent a la que hi havia en un incubador al 13% de CO; i una MOI = 2,510 particules
infectives per cél-lula. Part superior: Evolucié de la Glucosa, lactic, concentracié cel-lular i produccié de particules
infectives. Part inferior:Evolucié del pH, del pO2z i del CO2jeq)

A les Figura 4-15 i Figura 4-16 es presenten els resultats experimentals on es

diferencia una primera fase de creixement sense aeracid, seguida de la fase d’infeccio, que
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s’inicia en el moment que s’assoleix una concentracio cel-lular de 10° cél-lules/mL (similar a la
concentracié d’infeccio en els flascons), amb el corresponent recanvi de medi sense serum, i

amb una aeracio amb un 20% d’obertura de la valvula del corrent de CO..

En el primer experiment la MOI és baixa, del mateix ordre que les MOIs que s’han
utilitzat en els cultius estatics i agitats dels apartats anteriors, i es vol comprovar si es manté
I'eficiéncia d'infeccié (similar index de replicacid), per posteriorment repetir 'experiment a una
MOI més elevada, amb la intencioé d’assolir una concentracié virica major i una millor eficacia

del procés.

Al llarg dels cultius la concentracié de COgq ha evolucionat al voltant del 13%, amb
una lleugera acumulacio en la fase de creixement cel-lular, perd no superant-se mai el 18% de
COgyeq (com es pot observar en la part inferior de la figura). Per altra banda, el pO, durant la
fase inicial ha anat disminuint (es partia de valors propers al 100%, i és un sistema que
inicialment no té aeracid), arribant a uns valors minims superiors al 20%, valor que no
representa cap limitaciod pels cultius. Posteriorment en la fase d’infeccio, el valor de pO, s’ha
mantingut entre el 60% i el 80% en tots els casos. Es pot afirmar que el I'estratégia ideada per
a la aeracio, i el manteniment dels valors de pCO, i pO, han estat correctes, no suposant cap

limitacio pel bon desenvolupament del cultiu.

Pel que fa al seguiment de I'evolucié de la concentracié de glucosa i de lactat, no
s’observa limitacié de glucosa en cap dels experiments, ja que aquesta sempre es manté a
una concentracid superior a 1 g/L al llarg de tots els cultius, i degut a les caracteristiques del
medi de cultiu comercial balancejat, s’ha de suposar que tampoc hi ha limitacié de cap altre
nutrient. Respecte a I'acid lactic acumulat, inferior a 2,7 g/L en el seu maxim, no comporta
limitacions toxiques pel cultiu, i al estar dins del rang pel qual s’ha desenvolupat la metodologia

de seguiment de pCO, (rang 0 i 3 g/L), no suposa una cap alteracioé en aquest sentit.
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Figura 4-16: Evolucio del cultiu en reactor de 2 litres de volum, amb 3 g/L de Cytodex 3 (V/S = 0,12), una pCO; en
I'etapa d’infeccio equivalent a la que hi havia en un incubador al 13% de CO; i una MOI = 5 particules infectives per

cel-lula. Part superior: Evolucié de la glucosa, acid lactic, concentracié cel-lular i produccié de particules infectives.
Part inferior: Evolucié del pH, del pO; i del COgzeq

Les diferéncies principals entre els dos experiments sén el moment d’infeccid i la
multiplicitat d’infeccié (MOI). EI moment d’infeccié és diferent degut a diferéncies que hi ha
hagut amb l'indcul cel-lular, perd es manté el criteri de realitzar la infeccié al assolir una
concentracié cel-lular de 10° cél-lules/mL. S’observa a la Figura 4-15 que la infecci6 es realitza
al tercer dia de la inoculacid del cultiu, amb una concentracidé de concentracid cel-lular
disponible de 9-10° céllules /mL (que després del recanvi de medi resta en 6-10° cél-lules/mL),

i la MOl emprada és considerablement baixa (2,4:10° particules infectives/cél-lula). En
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aquestes condicions d’operacid, s’assoleix un augment de la concentracié viral d’'un exponent,

assolint-se una concentracio virica de 1,45-10* particules infectives /mL.

En segon cas, la infeccio del cultiu es realitza al cinqué dia després de la inoculacio,
disposant-se d’una concentracié cel-lular de 10,9-10° cél-lules/mL (que disminueix fins 7,6-10°
cél-lules/mL després del recanvi de medi), i la MOI és de 5 particules infectives/cél-lula,
considerant-se aquest valor com una multiplicitat infectiva de rang alt. Sota aquestes
condicions s’assoleix un increment de concentracio virica de 3,98:10° particules infectives/mL
fins a 2,14-10, implicant un augment que no arriba a 10 vegades la concentracié d’infeccié. En
canvi, si es considera I'index de replicacié (virus finals/cél-lula infectada), s’obté un valor de 28
virus/cél-lula, valor del mateix ordre que el cultiu de referéncia inicial del capitol, obtingut en

ampolles rodants.

4.6. Analisi del bioprocés IBDV-Cél-lules Vero.

Possibles alternatives.

El bioprocés que s’ha estudiat en aquest apartat ha mostrat que, el punt clau es centra
en la interaccio entre els dos organismes, cél-lules Vero i IBDV. Els diferents experiments
realitzats mostren que I'etapa critica per a desenvolupar el procés consisteix en la infeccio del
cultiu. De fet, amb els diferents sistemes provats, el creixement cel-lular s’ha desenvolupat

sense observar-se cap problematica, sent reproduible.

Tots els resultats que s’han obtingut dels experiments al llarg del capitol es resumeixen
a la Taula 4-2, on basicament, es recullen les condicions i els parametres a l'inici i al final de la
fase d’infeccié del cultiu. Els valor més comparable entre els diferents experiments, degut a la
diferencia de MOls que s’ha emprat al llarg del capitol, és 'anomenat index de replicacio, és a
dir, el nombre de virus que s’obtenen per cél-lula infectada. En els casos en que la MOI és
inferior a 1, aquest valor coincideix amb el valor de replicaci, és a dir la relacidé entre virus
inicials i virus finals, ja que s’assumeix que cada cél-lula només pot ser infectada per un sol

virus.
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Valors en el moment de la infeccid

Concentracié6 Concentracié Concentracio
Sistema de cultiu Condicions de cultiu Cel-lular Virica MOI  Cél-lules infectades
(10° cel/mL) (10 virus/mL) (10° cél/mL)
Ampolla rodant 8 1000 1,25 8,00E+00
VIS =0,12 12 1,145 0,001 1,15E-02
Tancat
Flasco V/S =0,35 2,05 1,995 0,01 2,00E-02
V/S =0,12 10,4 1,6 0,002 1,60E-02
= 0, b E) b t] ]
COzeq = 13% g 0,35 8,86 0,676 0,001 6,76E-03
Flasco Agitat COgeq = 13% VIS=0,12 7.9 14,7 0,019 1,47E-01
Bioreactor COz[eq]= 13% VIS=0,12 6 1,44 0,002 1,44E-02
7,6 3980 5,2 7,6
Valors al final de la infeccié
Concentracié Replicacio )
Sistema de cultiu Condicions de cultiu Virica Pl 1 Index de replicacié2
3 . virica
(107 virus/mL)
Ampolla rodant 30000 30,00 37,50
Tancat V/S =0,12 30,9 26,99 26,99
, V/S =0,35 10 5,01 5,01
Flasco VIS = 0,12 21,38 13,36 13,36
= 0, - Y ’ ’ ’
COzeq =13% /5 - 0,35 6,76 10,00 10,00
Flascé Agitat COz[eq] =13% V/S=0,12 146 9,93 9,93
Bioreactor COgeq=13% VIS=0,12 14,45 10,03 10,03
21380 5,37 28,13

' Replicacio virica: (virus maxim/virus inicials).

2 fndex de replicacioé (virus maxim/cel-lules infectades).

Taula 4-2: Taula resum on es recullen totes les dades dels experiments mostrats al llarg del capitol, on s’exposa les
condicions en que s’han realitzat aquests, els valors dels diferents parametres en el moment d’infeccié i al final del
cultiu.

Aixi doncs, com es pot observar a la taula, I'index de replicacio maxim pertany al cultiu
de referéncia en ampolla rodant, perd també s’han assolit valor similars en cultius en flascé
(cultius estatics), i en bioreactor (sistema agitat amb microsuports), amb indexs de replicacié
propers a 30. També es pot apreciar la poca productivitat i la fragilitat del sistema d’interacci6
virus-cel-lula, ja que els valors de I'index de replicacié oscil-len entre 10 i 30 en els diferents
casos estudiats (independentment de la MOI emprada). En altres tipologies de virus, s’ha
descrit replicacions d’entre 100 i 10000 vegades, comportant concentracions viriques finals de
4,25-10® particules infectives/mL en el cas dels adenovirus i adenoassociats (Meghrous i
col.-2005), o per exemple emprant com a vector d’expressio els baculovirus, on s’assoleixen

entre 0,3 i 15:10° particules infectives/mL segons la MOI utilitzada (entre 0,001 i 5) (Elias i
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col.-2000; KT Wong i col.-1996). Per tant, sembla deduir-se d’aquesta analisi, que el virus IBD
emprat no es replica de forma massa efectiva (en comparacio a altres virus) infectant cél-lules
Vero, que pel contrari si que han estat emprades, obtenint-se bons rendiments, en altres

bioprocessos.

De fet, I'is de la linia de les cél-lules Vero en la produccié de IBDV per a la confeccio
de vacunes, aporta resultats diversos segons diferents autors. Per una banda la linia cel-lular
de Vero és emprada per a l'atenuacio del IBDV, que posteriorment sera emprat per a la
conformacio de les vacunes, mitjangant passes seriats d’infeccié en cél-lules Vero aconseguint
finalment la desaparicié dels efectes patogénics al ser administrada a les aus de granja
(Rasool i Hussain-2006). Altres autors, han estudiat I'efectivitat de la infeccio i replicacio virica
de diferents soques de IBDV, en diferents linies cel-lulars com MA-104, cél-lules Vero i BGM-
70, determinant productivitats similars que per la linia Chicken Embryo Fibroblast (CEF),
cél-lula receptora natural del IBDV (Jackwood i col.-1987). Per altra banda, altres estudis
mostren resultats de replicacié virica en cél-lules Vero que oscillen entre 2,2:10° i 1-10®

particules infectives/mL, segons la soca de IBDV emprada (Kibenge i col.-1988).

La modificacié de la linia cel-lular de cél-lules Vero, és una altra estratégia proposada
per alguns autors per tal de millorar I'eficiéncia de replicacié virica del IBDV en aquesta linia
cel-lular. Un altre estudi, compara la replicacié virica del IBDV en una linia de Vero (on
s'assoleix un titol viric de 2:10° particules infectives/mL), amb la mateixa linia transfectada
amb el RNA que codifica les proteines que configuren la capside del virus (VP2, VP3 i VP4),
aconseguint titols virics de 1-10° particules infectives/mL (MA Peters i col.-2005). Altres autors,
descriuen la no susceptibilitat de la soca de cél-lules Vero per ser infectades per el virus IBD
(Simoni i col.-1999), no observant-se efectes citopatics com a conseqiiéncia de la infeccié. En
canvi aquest mateix treball obté resultats infectius bons emprant Chicken Embryo Fibroblast
(CEF) i la linia RKys3.

Per tant, donada la fragilitat que s’observa en aquest cas pel que fa a la interaccio
cel-lula receptora-virus, i malgrat que s’ha arribat a poder definir unes condicions en que el
procés és possible, tot i que de baixa productivitat, es considera que cal explorar o bé altres
opcions de cél-lula receptora, o modificar la soca de cél-lules Vero, o finalment, optar per un
sistema d’expressio i produccié d’'una vacuna alternativa que no comporti I'is del mateix agent
causant de la malaltia, és a dir, explorar diferents candidats vacunals que poguessin conformar
una vacuna recombinant. El risc, els equips i instal-lacions necessaries per a produir virus,
com a agents vacunals, incrementen el cost final de produccid, tal i com s’ha explicitat

anteriorment a la introducci6é. Aixi doncs, els capitols que prossegueixen exploren la
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possibilitat d’expressié de candidats vacunals recombinants per a la diagnosi i profilaxis de la

malaltia de Gumboro.
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5. OBTENCIO DE LA PROTEINA
RECOMBINANT VP2 EN EL SISTEMA

Baculovirus-Sf9.
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5.1. Introduccio.

5.11. Baculovirus com a vector d’expressio.

Els Baculovirus tradicionalment van ser utilitzats cap els anys 40 per a controlar
plagues d’insectes, degut a la seva alta capacitat infectiva en més d’'un centenar d’espécies
(Blissard i Rohrmann-1990). Els baculovirus comprenen un gran nombre de patdgens virics
d’'artropodes, entre els que destaquen els géneres Lepidoptera, Diptera,... i s’han trobat més

de 600 espécies d’insectes amb preséncia de baculovirus.

La utilitzacié de baculovirus com a sistema d’expressié va ser concebuda als anys
vuitanta (Smith j col.-1983), i amb menys d’'una década s’ha convertit en un dels sistemes
d’expressio eucaridtic més valorat. Les nucleocapsides produides pel baculovirus tenen forma
de bastd, d'on deriva el seu nom, el mot baculo. Els baculovirus tenen una grandaria
considerable: 30 x 200 nm pels virions (BV) i els icosaedres arriben a mides de 5 ym, i

posseeixen una doble cadena circular de DNA, amb una grandaria entre els 80 i els 200 Kpb.

Les proteines produides amb aquest sistema s'utilitzen en un ampli espectre
d’aplicacions en I'ambit de la salut: per a recerca basica, per a desenvolupar kits de diagnostic,
aixi com recentment per a terapia génica, i també en usos veterinaris (Aucoin i col.-2006;
Meghrous i col.-2005).

Recentment, I'interés ha crescut pel seu us com a vectors d’expressié de gran quantitat
de proteines heterdlogues mitjangant la infeccio de cél-lules d’'insecte, com per exemple la linia
cel-lular Spodoptera frugierda 9 (Sf9), que es descriu més endavant. Les caracteristiques
principals dels baculovirus soén, entre d’altres, que permeten expressar proteines amb
modificacions postransduccionals com glicosilacions i fosfsorilacions, i com la majoria dels
models eucariotes, ofereixen un bon plegament de les proteines que expressen. Com en el
cas del capitol anterior, es tracta d’'un sistema de produccié on hi intervenen dos organismes,
el propi baculovirus i la cél-lula receptora del virus, en aquest cas cél-lules d’insecte, Sf9, amb
la complexitat que aquesta interaccié pot comportar, ja que d’entrada sempre caldra una fase

de creixement cel-lular i una posterior d’infeccio.
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La familia Baculoviridae (Francki i col-1991) és divideix en tres subfamilies:
Eubaculovirinae que comprén el génere virus amb polihedrosi nuclear (NPV), virus granulitics
(GV) i la subfamilia Nudibaculovirinae amb un sol génere (Non-occluded baculovirus) dels
baculovirus sense envolta.

Hi ha dues formes dels virus de la polihedrosi nuclear, els virus oclusionats (OV o ODV)
i una forma extracel-lular del virus en formacio (Budded Virus, BV) (Granados i Williams-1986),
que es mostren en la Figura 5-1. Els insectes normalment adquireixen la malaltia per consum
d’aliments contaminats amb la forma oclusionada del virus. La matriu que forma la capsida que
oclusiona la forma del virus ODV, esta constituida per una proteina anomenada polihedrina,
amb una mida aproximada de 30kDa (Vlak i col.-1990), i té dues funcions basiques en la

transmissio horitzontal de la malaltia:

e Protegir els virions (BV) de la inactivacié durant l'interval de transmissio entre organismes
receptors.
e Facilitar I'alliberament dels virions durant la primera fase de la infeccié, per dissolucio de la

matriu polihedrinica en 'ambient basic (pH=10.5) de l'intesti mitja de l'insecte.

Virions individuals Agrupacio de virions
(Budded virus, BV) (Occlusion Derived virus, ODV)
- Components comuns
- dels Virions - —
imE alalal
L | 2 DNA del virus i cf FELREA N
i It
[¥ Envoltadel DNA — i} |8} ¥
" £, 4] |
i L
i| ,«— Capsida virions —> 4 |1} |2 A
il e el |

Envolta de polihedrina

Formacié d’Agrupacié de virions
Envoltades per la capsida de polihedrina

Figura 5-1: Estructura dels baculovirus individuals (virus en formacid) (Budded Virus, BV), i dels baculovirus
agrupats i envoltats en compartiments, que juntament amb altres conjunts es troben envoltats per una capsida de
polihedrina (Occlusion Derived Virus, ODV).
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L’'us dels baculovirus recombinants com a sistema d’expressio, esta basat en la
substitucié del gen de la polihedrina pel gen de la proteina forania d’interés (DW Miller i
col.-1986). Aquesta proteina, degut basicament a I'origen de la seva funcié, conformar I'envolta
dels virions, esta precedida per un promotor fort i els seus nivells d’expressié poden arribar
entre el 25-50% del total de les proteines cel-lulars. Aquests elevats nivells d’expressié es
poden observar en la imatge de la Figura 5-2, on es mostra el cicle infectiu (part esquerra) i
una cél-lula d’insecte infectada per baculovirus (sense la substitucié del gen de la polihedrina,
que disposa d’'un promotor fort). La substitucié del gen de la polihedrina interfereix en la
formacio de virus oclusionats (per la impossibilitat de sintetitzar la polihedrina que forma el cos
d’oclusié), perd no s’ha observat cap efecte sobre la produccié de virions individuals (BV)
(Smith i col.-1983). Aquest sistema d’expressid va ser dissenyat per esdevenir un sistema
segur de produccid, ja que es pot aplicar en cultius in vitro, perd no disposa de la capacitat de
conservar-se fora de condicions controlades de laboratori al perdre la capacitat de formar
'envolta protectora dels virions, i per tant no es pot transmetre entre els insectes en el seu

entorn natural.
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Figura 5-2: Procés d’infeccié de baculovirus en cél-lules d’'insecte. Esquerra: A la part superior es mostra la infeccio
d'una cél-lula epitelial d’'insecte per uns virions oclusionats (ODV) dins la capsida de polihedrina, mitjangant la fusio
amb la membrana plasmatica. A la part inferior la infeccio té lloc a través d’un virié individual (BV) que circula per
l'interior de I'organisme. A la dreta s’observa una fotografia d’'una cel-lula infectada, on es poden distingir estructures
de polihedrina amb virions a l'interior (ODV).
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Una vegada el baculovirus s’ha introduit a la cél-lula, igual que la resta de virus, aquest
utilitza la maquinaria cel-lular per a multiplicar-se. Aixd impedeix que la cél-lula pugui continuar
amb el seu cicle natural, perd no es morira fins que el propi virus la lisi un cop s’hagi completat
el cicle d’'infeccid. El cicle d’infeccié esta composat de dues etapes, la primera on I'objectiu és
obtenir el maxim de replicaci6 de virions, i la segona que esta encarada a produir la

polihedrina que formara I'envolta dels virions.

Construccid del baculovirus recombinant.

L’expressié d’una proteina recombinant necessita dels constructes idonis per a poder
ser clonada en els organismes que posteriorment seran utilitzats per a la produccié de la
proteina que ha de conformar la vacuna recombinant. En aquest treball, com ja s’ha comentat
amb més detall a la introduccié general, la proteina d’interés és la VP2, una de les proteines
de la capsida del virus IBD, que es coneix que genera una resposta immunologica més
elevada que la resta de proteines que conformen la capsida. La Figura 5-3 mostra 'esquema

dels passos a seguir per a realitzar la construccié d’'un baculovirus recombinant.
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Figura 5-3: Esquema del procés de construccid d’un baculovirus recombinant per a expressar una proteina
heterdloga d’interes. S’insereix el gen que codifica la proteina d’interes en un plasmidi per baculovirus, i es realitza
una cotransfeccid del material genetic junt amb el DNA viric a un cultiu de celllules BmN, i posteriorment es
selecciona les particules viriques transfectades i s’expandeixen en nous cultius.
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En primer lloc s’ha de generar suficient material genétic que codifiqui per la proteina
d’interés, que s’ha amplificat a partir del RNA missatger emprant técniques de RT-PCR,
obtenint-se un cDNA de la regid que codifica per la VP2 (proteina amb millor resposta
immunolodgica, tal com s’ha explicat a la introduccié). Una vegada s’ha amplificat el material
genetic s’introdueix al vector pAcYM1 de transferéncia per baculovirus (Figura 5-4), clonant-se

sota el domini del promotor de la polihedrina, promotor d’expressié fort.

polybhedrin promoter

foreign gene A

—,

310 #»_ i1
P10 = S

|| NON-DCCLUDED
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Figura 5-4 Esquema del vector de transferéncia per baculovirus pAcYM1, que ha estat usat
per a la construccio del baculovirus recombinant AcVP2.IBDV

Per una altra banda s’extreu el material genétic de particules viriques procedents de la
linia de baculovirus que es vol construir. Per a realitzar el constructe del baculovirus s’utilitza la
técnica de la cotransfeccid, en la que s’addiciona el plasmidi construit i el material genétic aillat
del baculovirus en un cultiu en monocapa de céllules BmN. Degut a les sequéncies
homologues del plasmidi i del material genétic viric, mitjancant el procés de recombinacio

homologa, es generen els baculovirus recombinants.

Una vegada s’ha obtingut el baculovirus recombinant, cal fer la seleccié dels millors
clons que s’hagin obtingut, i es comprova la seva expressidé. Tant les tasques de construccio,
seleccid, com la seva amplificacié i conformacié de I'estoc de treball del baculovirus, aixi com
I'obtencié dels anticossos monoclonals per a la identificacié i quantificacié de la VP2 han estat
realitzats per 'empresa INGENASA (Madrid) (Martinez-Torrecuadrada i col.-2000), i s’han

pogut emprar en aquest treball a partir d’una col-laboracié conjunta.

5.1.2. La cel-lula receptora, Spodoptera fiugiperda 9 (S£9).
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Fa quatre décades es va obtenir la primera linia cel-lular d’'insecte en cultiu (Grace
1962) fent créixer cél-lules in vitro d’ovari d’arnes de I'espécie Antherea eucalipti. Des del
primer estudi amb quatre linies cel-lulars elaborat per Grace, s’han obtingut més de 400 linies
cel-lulars procedents de més de 100 espécies d’insectes diferents (Hink i Bezanson-1985; Hink
i Hall-1989).

L’Us de cultius de ceél-lules d’insecte com a cel-lules receptores pel sistema d’expressio
de baculovirus ha anat en augment en els ultims anys, fet que es reflexa, per exemple, en la
produccié d’'un ampli ventall de medis de cultiu especifics. Fa una vintena d’anys només hi
havia un parell dempreses que produien medis de cultiu per a cél-lules d’insecte i els seus
respectius complements, mentre que actualment gairebé totes les companyies del sector en

produeixen (Ranade-2001).

La linia cel-lular escollida en el present treball és la Sf9 (Spodoptera frugiperda 9) que
ha estat cedida per I'empresa Laboratorios Hipra S.A. (Amer, Girona), també en una
col-laboracié en un projecte pel desenvolupament del candidat vacunal VP2 amb el sistema

d’expressio en baculovirus i cél-lules d’insecte.

La principal caracteristica a destacar d’aquesta linia cel-lular és la capacitat de ser
cultivada tant en suspensio, com adherida a la superficie, tot i que la feble adheréncia que
presenta, aixi com la major dificultat d’operacié del cultiu desaconsellen realitzar els cultius

sobre suports, escollint-se 'opcid de creixement en suspensié en bioreactors.

Les cél-lules de Sf9 (Figura 5-5), tenen una grandaria que oscilla entre els 5 i els 20
um de diametre mitja, considerablement majors que altres eucariotes com els llevats (3-7 um) i
que els organismes procariotes (0.3-1 um). Les caracteristiques de cultiu principals sén: una
temperatura optima de creixement de 27-28 °C, pH entre 6 i 6,5 , i uns valors d’agitacioé entre
40i 150 rpm.
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Figura 5-5: Imatge de microscopia optica de Spodoptera frugiperda 9 (Sf9), cél-lula
receptora a infectar pel vector d’expressié de baculovirus.

5.2. Medis de cultiu.

Els medis per a cultius de cél-lules d’'insectes inclouen fonts de carboni (normalment
glucosa), una mescla equilibrada de sals minerals que permeten mantenir un pH i una pressio
osmotica adients, i un gran nombre d’aminoacids i vitamines que la cél-lula no esta capacitada
per a produir, com a minim en quantitats suficients. Els aminoacids també representen una
font de nitrogen, carboni i energia. A més, usualment cal suplementar el medi amb un 1-20%
(v/v) de sérum animal, normalment sérum fetal de vedella (FCS) o sérum fetal bovi (FBS).
Aquest producte proporciona una série d’elements traca, lipids, factors de creixement i
hormones que sén imprescindibles per a garantir el creixement de molts tipus de ceél-lules
animals. D’altra banda, el sérum també pot contenir una série de compostos que poden no
tenir cap efecte positiu, o que, fins i tot, poden arribar a inhibir el creixement de les cél-lules.
Per aquest motiu és necessari provar que cada lot diferent de sérum emprat permeti el

correcte creixement del cultiu cel-lular (Freshney-1989).

5.2.1. Medis de cultiu comercials.

La bibliografia consultada mostra la possibilitat d’obtenir concentracions cel-lulars en
cultius de linies de Sf9 en bioreactors de fins 5-10° (cél-lules./mL) emprant medis de cultius de
composicio tant definida com indefinida i en una estratégia de cultiu en discontinu (Kloppinger i
col.-1990; Maiorella i col.-1988; Ogonah i col.-1991; J Zhang i col.-1992).
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D’entre els medis comercials amb formulacions conegudes o semiconegudes, s’ha fet
la seleccié que es presenta a la Taula 5-1 en funcié del seu preu (s’ha de tenir en compte que
aquest acaba tenint una repercussio important en el cost final del producte) i les referéncies

sobre la capacitat de suportar el creixement de les cél-lules Sf9.

Grace

Components Grace IPL-41 TC-100
suplementat.
Principals 6 6 6 6
Sals
Traces 0
Fonts de Carboni 7
Aminoacids 21 21 21 20
Vitamines 11 11 11 10
Lactalbumi
Suplements actalbumina -- -- Triptona

Extracte de llevat

Taula 5-1: Recull dels diferents medis disponibles en el mercat amb composicions conegudes o semidefinides. La
taula recull informacié sobre el nombre de components que els composen agrupats segons la seva naturalesa.

La taula mostra dues possibles alternatives de medis raonablement econdmics, TC-100
i IPL-41 (amb un preu per litre d’'uns 8 euros), i el medi Grace (sense i amb suplements, amb
preus entre 30 i 50 euros/L). Tots aquests medis estan especificament descrits per a cél-lules
d’insecte, aixi que tots esdevenen a priori una bona opcié. No obstant, tant IPL-41 com Grace
suplementat han estat originalment desenvolupats per a cultius d'una extensa varietat de
lepidopters, obtenint-se molt bons resultats en el cultiu de Spodoptera frugiperda amb infeccio

per baculovirus (Mitsuhashi-1982).

Segons es pot observar, els tres medis disposen del mateix nombre de sals principals,
perd el medi IPL-41 a més conté 5 tipus de sals en concentracio traca que poden actuar com a
micronutrients, tal com s’indica a la Taula 5-1 o a les composicions detallades dels medis
recollits al capitol de Materials i Métodes. En referéncia a les fonts de carboni, s’observa una
diferéncia notable entre els medis Grace i IPL-41 que disposen de 7 components diferents que
poden actuar com a font de carboni, i el TC-100 que només utilitza una unica font. La
preséncia de tantes fonts de carboni pot suposar un problema a I'’hora de dissenyar el sistema
de monitoratge i control del cultiu, ja que la concentracié de la font de carboni pot resultar una
variable important a ser mesurada (Casablancas-2001; Finn i col.-2006; Tsao i col.-2005; Xu i
col.-2004).

Pel que fa a la preséncia tant d’aminoacids com de vitamines, el nombre de

components no es diferencia gaire, tot i que també s’observa una diferéncia en les

-84 -



Obtencié de la proteina recombinant VP2 en el sistema Baculovirus-Sf9.

concentracions. Les vitamines no acostumen a ser components limitants del medi de cultiu, i el

seu consum és baix.

Per ultim, en referéncia a la composicié de suplements, aquesta varia forca. El Grace
és un medi que es pot obtenir amb o sense suplements, consistents en 3,33 g/L d’extracte de
llevat (suplement de vitamines i aminoacids) i 3,33 g/L d’hidrolitzat de lactalbumina
(aminoacids). El principal problema que hi ha en aquests components és que, tant en els
extractes com en els hidrolitzats de proteines, es desconeix la seva composicid exacte i
aquesta pot variar segons el proveidor o el lot de fabricacié. Un segon cas és el del TC-100,
en el que es pot trobar triptona (aminoacids). L’Unic medi que no es comercialitza suplementat
és el IPL-41.

Després de la indetificacié de les diferents opcions de medis comercials, es procedeix a
realitzar una prova experimental. Inicialment es planteja un experiment amb els medis tal i com
els subministren els proveidors, sense la preséncia de suplements, per tant els medis provats

son: Grace, IPL-41 i TC-100, tots ells suplementats unicament amb un 5% de FBS.

L’experiment es desenvolupa en flascons agitats de cultiu de 250 ml de volum, amb un
volum de medi de 50 ml, en un incubador a una temperatura de 28 °C, humitat del 95%, i una
velocitat d’agitacioé de 60 rpm. El cultiu indcul es fa créixer durant 48-60 hores, i la concentracié

d’inocul es fixa en 3-10° cél-lules/mL.

40 -

35 ] ——- IPL-41 5% FBS
;] — TC-100 5% FBS

301 v Grace 5% FBS

25

[Cél-lules viables] (10 ° cel./ml)

144 168 192

Temps (h)

Figura 5-6: Perfils de creixement cel-lular de la soca de Sf9 emprada amb diferents medis comercials desenvolupats
per a linies cel-lulars d’insecte, suplementats amb un 5% de FBS. e IPL-41, A TC-100 i m Grace.
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La Figura 5-6 mostra els diferents perfils de creixement cel-lular obtinguts en cadascun
dels medis de cultiu. Es pot observar com tant el TC-100 com el Grace, que arriben a unes
concentracions finals de 7-10°(cél./mL) i 5-10°(cél./mL) respectivament, no aporten els

nutrients necessaris per a suportar el creixement de la soca de Sf9.

Dels experiments s’observa que, en general, la concentracié que s’assoleix és baixa en
tots els casos, amb I'excepcié del medi IPL-41 que mostra uns millors resultats amb una
maxima densitat cel-lular de 1,6:10° (cél./mL). En tot cas, el fet de que tant el medi TC-100
com el Grace tinguin formulacions amb suplements, deixen entreveure la importancia dels
mateixos, i per tant es planifiquen nous experiments per a estudiar-ne els efectes. De fet cal
afegir també que altres autors han identificat la necessitat d’emprar suplements (Ogonah i
col.-1991; J Zhang i col.-1992).

L’estudi de l'efecte dels suplements en el creixement de la soca de Sf9, es planteja
utilitzant els mateixos suplements en els diferents medis de cultiu, emprant doncs I'extracte de
llevat i I'hidrolitzat de lactalbumina en les mateixes concentracions, 3,3 g/L de cadascun d’ells

(Figura 5-7). Aixi, 'experiment ha estat plantejat de la seglent manera:

e Grace suplementat amb un 5% de FBS.

e |PL-41 suplementat amb 3,3 g/L d’extracte de llevat i 3,3 g/L hidrolitzat de lactalbimina, i
un 5% de FBS.

e TC-100 suplementat amb 3,3 g/L d’extracte de llevat i 3,3 g/L hidrolitzat de lactalbumina, i
un 5% de FBS.

L’experiment es realitza en flascons agitats de cultiu de 250 ml, amb 50 ml de medi que
son suplementats amb addicions d’aliquotes concentrades estérils d’extracte de llevat i
hidrolitzat de lactalbumina. Els cultius es desenvolupen en un incubador a una temperatura de
28 °C, humitat del 95%, i una velocitat d’agitacié de 60 rpm. El cultiu indcul es fa créixer durant
48-60 hores en medi Grace suplementat, i la concentracié d’inocul es fixa en 3:10°

cél-lules/mL.
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Figura 5-7: Perfils de creixement cel-lular de la soca de Sf9 emprada amb diferents medis comercials per a linies
cel-lulars d’'insecte, suplementats amb un 5% de FBS, Hidrolitzat de Lactalbumina (3,3 g/L) i Extracte de Llevat (3,3
g/L). o IPL-41, ATC-100 i o0 Grace.

Com es pot observar a la Figura 5-7, en els tres casos s’ha observat una millor
resposta de creixement cel-lular a I'afegir-hi els suplements. Aquest fet confirma que la
preséncia dels suplements en el medi és basica pel bon desenvolupament del cultiu, aportant
una millora en cada cas aproximadament entre un 100 i un 200%. Els valors de concentracio
cel'lular final han estat de 3,5-10° (c&l./mL) en medi IPL-41 suplementat, de 2,25-10° (cél./mL)

en Grace suplementat i de 1,5:10° (cél./mL) en el cas de TC-100 suplementat.

A partir de les dades experimentals obtingudes, es selecciona el medi IPL-41, donat
que és el que permet obtenir sempre els millors resultats. Per a completar la seva definicio,

s’estudia a continuacio I'efecte del nivell de FBS en el cultiu.

Entre els fluids bioldgics que han demostrat tenir més efectes positius per a cultivar
cél-lules fora del cos es troba el serum. El sérum és el medi on es troben els eritrocits i leucocits
in vivo i per tant no és sorprenent que sigui un suplement excel-lent en els cultius in vitro
(Maurer-1986). Des dels principis del desenvolupament de la tecnologia de cultius cel-lulars els
investigadors han afegit sérum al medi basic de cultiu en una concentracié del 1 al 20% (v/v) per

a fer créixer gairebé tots els tipus cel-lulars (Shacter-1989a).
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Les principals funcions del sérum son proveir als cultius d'una série de compostos amb
diferents activitats que afavoreixen el creixement cel-lular a partir dels seus precursors i la
producci6 de la proteina d'interés (Barnes i Sato-1980; Maurer-1986). El sérum conté també una
gran varietat de components que estan poc caracteritzats o encara no s'han identificat. Malgrat
aquest gran nombre de components presents al sérum, sembla que només molt pocs son

realment essencials (Glassy i col.-1988).

La concentracio de sérum és un factor que influencia de manera notable I'economia del
procés. En primer lloc pel seu alt cost, i en les elevades quantitats en que es suplementen els
medis, i en segon lloc per la complicacié i encariment del procés de purificacié del producte
present en el brou de cultiu. El serum fa augmentar la viscositat del brou, cosa que dificulta el
tractament d’aquest, per exemple si s’ha de filtrar o ultrafiltrar (com a primers passos de
purificacid). A més, el serum esta format basicament per a proteines, que poden interferir en la
purificacié de la proteina d’interés. Degut a que el producte del present bioprocés en
desenvolupament és una proteina (VP2), com menys preséncia de sérum hi hagi en el brou a
tractar més simple i econdmica sera la purificacié (Bernard i col.-1996; Menge i col.-1987;
Soley-2002).

Tenint en compte I'elevat cost del sérum, i I'increment de la dificultat de la purificacid
del producte proteic, es planteja veure I'efecte de concentracions més baixes de sérum, entre

el 5iel 2 %, sobre el desenvolupament de I'etapa de creixement cel-lular.

L’experiment es desenvolupa en flascons agitats de cultiu de 250 ml, amb un volum de
50 ml, en un incubador a una temperatura de 28 °C, humitat del 95%, i una velocitat d’agitacio
de 60 rpm. El cultiu indcul es fa créixer durant 48-60 hores en medi IPL-41 suplementat i amb

un 5% de sérum. La concentracié d’inocul es fixa en 3-10° cél/mL.

La Figura 5-8 mostra els perfils de concentracié cel-lular que s’han obtingut en
cadascuna de les concentracions de sérum estudiades. Observant els nivells de concentracié
cel-lular assolits, es pot considerar que el comportament de les corbes dels cultius amb medi
IPL-41 suplementat amb un 5, 4 i 3% de FBS son bastant similars. Aixi doncs, aquest resultat

de I'experiment fa pensar que és possible rebaixar la concentracié de sérum fins a un 3%.
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Figura 5-8: Perfils de creixement cel-lular de la soca de Sf9 emprada amb medi IPL-41 suplementat amb hidrolitzat
de lactalbumina (3,3 g/L), extracte de llevat (3,3 g/L) i amb diferents concentracions de sérum (FBS): ¢ 5%, m 4%,
A3%i e 2%.

Una analisi rapida de la composicié del medi de cultiu, recollida en el capitol de
Materials i Métodes, revela que el IPL-41 és un medi forca complet amb 11 sals, 7 fonts de
carboni, 21 aminoacids, 11 vitamines, i suplementat amb hidrolitzat de lactalbumina i extracte
de llevat. Aquesta riquesa del medi podria afavorir que la concentracié de sérum necessaria

resulti més baixa del que és habitual en linies cel-lulars tant de mamifer com d’insecte.

Per altra banda, la corba del cultiu suplementat amb un 2% de sérum reflexa una
limitacio en el creixement, ja que el maxim només assoleix una concentracié propera a 3:10°
cél-lules/mL (un 25% menor respecte la resta), mentre que la resta de les corbes es situen
entre els 3,5 i 4-10° cél-lules/mL. Aquest limit segurament pot ser degut a un esgotament dels

factors de creixement que aporta el sérum.

Pel que fa a la velocitat especifica maxima de creixement (u), els valors corresponents
a la fase de creixement exponencial, calculats a partir de 'equacié 5-1 desenvolupada a partir

del balan¢ de matéria de la concentracio cel-lular, es recullen a la Taula 5-2.
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d(X-V)
dt Equacio 5-1
Ln(X)=Ln(X,)+ x-t

Veu-X=

IPL-41 suplementat i 5% FBS 0,0218
IPL-41 suplementat i 4% FBS 0,0218
IPL-41 suplementat i 3% FBS 0,0235
IPL-41 suplementat i 2% FBS 0,0213

Taula 5-2: Recull dels valors de velocitat especifica maxima de creixement de Sf9 en medi
IPL-41 amb diferents concentracions de sérum fetal bovi.

Com es pot observar a la taula no s’observen diferéncies significatives entre les
velocitats especifiques maximes de creixement, amb valors al voltant de 0,022 h™'. Per tant, el
criteri d’eleccié del percentatge de sérum en el medi es basa en la concentracié cel-lular final
que s’assoleix en cadascun dels cultius. Finalment doncs, a partir de les dades obtingudes,
s’ha de descartar la possibilitat de treballar per sota d’'una concentracié de sérum del 3%. No
obstant, s’ha de confirmar aquest resultat operant en un bioreactor, on les condicions
d’operacié varien substancialment, sobretot a nivell de la major preséncia d’esforgos tallants
sobre les cél-lules, quliestido que pot modificar el seu comportament, i fer variar les conclusions
fins aqui obtingudes.

Es vol, doncs, comprovar que una concentracid del 3% de FBS sera adequada pel
treball en bioreactor. L'experiment s’efectua en un bioreactor Braun MD de 2 litres, amb una
aeraci6 per difusor i una agitacié de 60 rpm (el rang descrit esta comprés entre 40 i 200 rpm),
un pH de 6,2 i a una temperatura de 28°C. El medi de cultiu queda definit de la seglent
manera: IPL-41, suplements (3,3 g/L hidrolitzat de lactalbumina i 3,3 g/L extracte de llevat), 3
% de FBS, gentamicina (0.05 g/L), pluronic F— 68 (0,4%) i antiescumejant C (50ppm) (Figura
5-9). Paral-lelament, es realitza un control positiu amb un cultiu amb el mateix medi de cultiu,

perod en flasco agitat, els resultats del qual es mostren a la Figura 5-10.

L’addicié de gentamicina (antibidtic per procariotes) és deguda a I'augment de risc de
contaminacio, resultat de I'increment del nombre d’operacions de manipulacié del cultiu, i per
tant s’afegeix com a mesura preventiva en aquests cultius. L’antiescumejant C, que té com a
funcio evitar la formacié d’escuma produida per I'aeracio, i pluronic F— 68, que té la funcié de

protegir les cél-lules dels esforgos tallants generats en el reactor, sén additius que s’afegeixen
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habitualment en els cultius en bioreactor. Les concentracions utilitzades sén les recomanades

pels mateixos subministradors.

L’indcul es prepara mitjangant un precultiu en un flascé agitat de 500 ml en un volum de
treball de 300 ml, i s’inocula al bioreactor quan el cultiu es troba en la fase exponencial. La

concentracio inicial al bioreactor és de 2,5-10° cél/mL.

A la Figura 5-9 es presenten els resultats obtinguts pel que fa al creixement cel-lular.
Com es pot observar, el creixement és bastant dolent. A partir d'una concentracio inicial de
2,5:10° cél./mL, s’observa una fase de laténcia molt prolongada, i fins als sis dies de cultiu
només s’assoleix una concentracié de 2:10° cél./mL. A Tinici del cultiu la viabilitat (% de
cél-lules vives en el cultiu) era del 90% (valor satisfactori), perd a mesura que el cultiu avanga
s’observa com la viabilitat va disminuint sense produir-se un augment significatiu de

concentracioé cel-lular.
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Figura 5-9: Perfils de concentracié de cél-lules viables i de la viabilitat d’'un cultiu en bioreactor de la linia Sf9 amb
medi IPL-41 suplementat amb hidrolitzat de lactalbumina, extracte de llevat i un 3% de FBS.

Aquest fet pot ser degut principalment a dos motius: 'ambient d’estrés cel-lular que en
aquestes condicions d’operacié per la preséncia d’esforgos tallants massa elevats degut a
l'agitaci6 mecanica, o una altra possible causa pot ser el medi de cultiu que no és

suficientment complet per a obtenir un bon creixement de les cél-lules.

A la Figura 5-10 es mostra el control positiu del cultiu, que consisteix en un cultiu usant

el mateix medi perd que es realitza en un flascé agitat. Com es pot observar, el perfil que s’ha
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obtingut en aquest control no s’observa una fase de laténcia com en el cas del bioreactor, i
s’assoleix una concentracid cel-lular maxima similar que en els casos que s’han estudiat
anteriorment (al voltant de 4-10° cél/mL). Aixi doncs, es pot afirmar que el comportament

observat en el cultiu en bioreactor amb el medi suplementat al 3% FBS és degut a I'increment

d’estrés degut a la major agitacio i a I'aeracié del sistema del cultiu.

50

45 -
40
35
30
25
20
15
10

[Cel-lules viables] (105 cel./ml)

72

Temps (h)

96

144

168

Figura 5-10: Evolucié de la concentracio de cél-lules viables en el cultiu en flasco agitat de Sf9, emprant com a medi

de cultiu I'lPL-41 suplementat amb 3% de FBS.

Per a poder corroborar definitivament els resultats dels experiments per a la definicio

del medi de cultiu a utilitzar, es realitza un nou experiment en bioreactor en el que es fixa la

concentracio de sérum en un 5%.
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Figura 5-11: Perfils de concentracio de cél-lules viables i de la viabilitat d’'un cultiu en bioreactor de la linia Sf9 amb

medi IPL-41 suplementat amb hidrolitzat de lactalbiumina, extracte de llevat i un 5% de FBS.
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En aquest segon experiment en bioreactor s’obté un resultat satisfactori, arribant-se a
un maxim de concentracié cel-lular proper a 5-10° cél./mL, segons es pot observar a la Figura
5-11. La fase de laténcia és gairebé insignificant , i posteriorment fins a les 140 hores hi ha la
fase de creixement exponencial. La corba de percentatge de viabilitat es manté entre un 80 i
un 95 % de cél-lules vives durant tota I'etapa de creixement, quedant confirmat I'efecte
protector contra l'esfor¢ tallant del sérum. Després del maxim de concentracié cel-lular
comenca la fase de mort on les dues corbes (concentracié de viables i tant per cent de

viabilitat), decauen rapidament.

Per una banda, aquesta corba esdevé la referéncia per a avaluar els resultats que
s’obtinguin d’estudiar les diferents possibles estratégies de cultiu en bioreactor per tal d’obtenir
una concentracio cel-lular més gran, que permeti assolir nivells més elevats de concentracio
cel-lular, que al mateix temps es puguin infectar pel vector d’expressio, el baculovirus, i per
una altra banda el medi de cultiu per a la soca de treball queda fixat definitivament com a IPL-

41 suplementat amb extracte de llevat i lactalbumina, i amb un 5% de FBS.
No obstant, abans de poder estudiar les diferents opcions d’operacio del bioreactor, és

a dir, les estratégies de cultiu, s’ha de definir un sistema de monitoratge que permeti seguir

I'evolucié del cultiu, i posteriorment pugui ser emprat per a I'automatitzacio i control del procés.

5.3. Monitoratge de cultius de Sfo-baculovirus.

Una vegada ha estat definit el medi a utilitzar, i préviament a estudiar i analitzar les
diferents possibilitats d’estratégies d’operacié en bioreactors per a assolir cultius d’alta densitat
cel-lular (CADC), i per tant a priori més favorables a nivell de rendiment, s’ha de desenvolupar i
implementar un sistema de monitoratge i seguiment del bioprocés. Aquest sistema de
monitoratge ha de permetre obtenir informacio en linia de I'estat fisioldgic del cultiu, podent aixi
definir i detectar els moments en que s’han de prendre decisions, ja sigui iniciar una estratégia
de cultiu d’'alta densitat, és a dir, definir el moment clau on el cultiu comenga a disminuir la
velocitat de creixement cel-lular, com procedir a la infeccié del cultiu, o bé detectar el moment

optim de recollida del producte.

Les limitacions intrinseques de les cél-lules animals i la complexitat del seu cultiu en

bioreactors han limitat 'assoliment d’elevades densitats cel-lulars (CADC), i tot i els esforgos
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en el disseny d’estratégies en reactors, encara és habitual operar a baixes concentracions per

a evitar riscs en 'operacio.

Tanmateix, degut a 'elevat cost dels medis, i a la durada dels bioprocessos, encara hi
ha una inércia molt important a no augmentar la seva complexitat, encara que sigui a costa de
perdre una possible millora del rendiment del procés. Per aquesta rao, és d’elevat interés en
aquest camp desenvolupar sistemes de monitoratge robusts i a ser possible senzills
d'implementar, que minimitzin per una banda I'error de mesura, i per I'altra la possibilitat de

que es produeixin contaminacions.

5.3.1. Lamesura en els cultius cel-lulars.

El desenvolupament dels processos de cultiu cellular ha posat de manifest la
necessitat de mesurar de forma acurada, els parametres bioquimics i fisioldgics que
determinen el seu comportament. En Biotecnologia, en el desenvolupament d’instrumentacio
en linia es pot distingir entre una série de variables ja consolidades, normalment de tipus
fisicoquimic, com el pH, la temperatura, 'oxigen dissolt, el potencial redox, i una segona série
de variables que son intrinsecament més complexes i especifiques, com el seguiment de la
concentracio i activitat cel-lular. Aquest segon tipus de mesures son especialment interessants,
ja que han de poder subministrar informacié valuosa sobre I'estat del cultiu, que pugui facilitar
el desenvolupament de les diferents estratégies per a optimitzar els cultius. Cal remarcar que
una de les causes que sovint fa que algunes d’aquestes mesures no estiguin ben
desenvolupades, en el cas dels cultius cel-lulars, és el petit marge de variacié que es produeix
en algunes de les magnituds mesurables, degut als aspectes generals del cultiu ja discutits

anteriorment (baixa velocitat de creixement, baixa concentracié cel-lular, etc.).

En el decurs dels ultims anys s’han proposat diversos métodes per a la mesura en linia
d’algunes de les variables més importants dels cultius de cél-lules animals. Alguns d’aquests
inclouen el monitoratge dels substrats com la glucosa (Kurokawa i col.-1994; Ozturk i
col.-1997; J Wang i col.-1995) i la glutamina (Campmajo i col.-1994; J Wang i col.-1995), o bé
subproductes del cultiu com el lactat o 'amoni (Jorgensen i col.-1997), emprant técniques

cromatografiques per HPLC o d’analisi FIA, acoblats en linia al bioreactor.

Altres estudis s’han centrat en desenvolupar métodes de seguiment de la concentracio
cel-lular, emprant métodes directes com la mesura de la capacitancia (Guan j col.-1998), o bé

implementant técniques de microscopia in situ (Bittner i col.-1998). També s’han desenvolupat
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sistemes de monitoratge de variables indirectes pel seguiment de la concentracié cel-lular que
aporten informacié sobre l'activitat cel-lular i I'estat fisioldgic, com ho sén entre d’altres, la
velocitat de consum d’oxigen (OUR) per espectrometria de masses (Behrendt j col.-1994), o bé
pel métode que realitza mesures d’oxigen dissolt en un increment (Yoon i Konstantinov-1994),

0 a partir de la mesura del potencial redox (Eyer i Heinzle-1996; Higareda i col.-1997).

Un aspecte molt important és triar el sistema de monitoratge més adequat a cada
procés, de caire fiable i robust, i que proporcioni informacié rellevant, de tal manera que
permeti prendre les decisions oportunes d’actuacions amb total seguretat. En aquest apartat
es procedeix a analitzar els diferents sistemes de monitoratge aplicables al present procés de
cultiu de cél-lules d’insecte que han de ser infectades per baculovirus recombinants. De les
diferents estratégies de monitoratge s’avalua la possibilitat d'implementacié del seguiment del

substrat principal, de la concentracio cel-lular i de 'activitat cel-lular:

e Avaluacié de la concentracié del substrat principal (Glucosa): sistema d’analisi per injecci6
de flux. (FIA).

e Mesura de la concentracio cel-lular: métode optic turbidimétric, Sonda Aquasant.

e Seguiment de la velocitat de consum d’oxigen mitjangant un meétode dinamic: OUR

(Oxygen Uptake Rate).

Analisi de glucosa per Injeccioé en Flux (FIA).

L’analisi per injeccio de flux en linia que es proposa utilitzar en aquest treball ha estat
previament desenvolupat dins del mateix grup de recerca (Casablancas-2001). Consisteix en
extreure una mostra lliure de cél-lules del bioreactor, que es fa circular a través d’un cartutx on
s’immobilitza un enzim que reacciona de forma especifica amb el substrat. En aquest cas
concret I'enzim és la glucosa oxidasa (GOD), que transforma la glucosa a acid gluconic i H,O..
La concentracio de peroxid d’hidrogen es mesura en un detector amperométric podent-se

quantificar la concentracié de glucosa de la mostra.

La utilitzacié d’'una metodologia de seguiment de la concentracié de la glucosa com a
indicadors de l'activitat de les cél-lules Sf9, ha de tenir en compte també la composicié del
mateix medi IPL-41. Tanmateix, aquest medi té set fonts de carboni, quatre minoritaries
(fumarat, a-cetogluterat, malat i succinat) i tres de maijoritaries, la glucosa i dos disacarids, la

maltosa i la sacarosa. La maltosa és un disacarid en base a dos unitats de glucosa, i la
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sacarosa esta formada per una unitat de glucosa i una de fructosa, tal com es mostra a la
Figura 5-12.
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Figura 5-12: Representacio de les molécules de les principals fonts de carboni del medi IPL-
41 de dalt a baix: glucosa, maltosa i sacarosa.

Degut a les estructures del conjunt de sucres presents en el medi de cultiu IPL-41, és
possible que la soca de Sf9 empri més d’un substrat, o que els disacarids s’hidrolitzin en els

monosacarids corresponents.

Cal per tant, determinar I'evolucié de la concentracié de la glucosa en el cultiu i veure
com es pot establir una relacié entre I'activitat i/o la concentracié cel-lular. Per aquest motiu es
presenta a la Figura 5-13 el seguiment de la glucosa en I'experiment realitzat en bioreactor
mostrat anteriorment que s’ha dut a terme en medi IPL-41 suplementat i amb un 5% de FBS,

gentamicina (0.05 g/L), plurdnic F— 68 (0,4%) i antiescumejant C (50ppm).
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Figura 5-13: Perfils de (e) concentracio cel-lular i de (A) glucosa del cultiu en medi IPL-41 suplementat i amb un 5%
de FBS, en bioreactor.

Com es pot observar, el perfil de la concentracié de glucosa té dues fases molt
diferenciades. En la primera, s’observa una concentracié practicament constant, malgrat que
les cél-lules estan en fase de creixement exponencial. No és fins bastant avangada aquesta
fase de creixement exponencial que s’observa una davallada substancial i continuada de la

concentracio de glucosa.

Aquest perfil només es pot interpretar en base a que les cél-lules Sf9 tinguin una
utilitzacié preferent dels disacarids, com a font de carboni, de forma que es genera glucosa de
la seva hidrolisi, compensant en consum d’aquesta en la fase inicial del cultiu. Una altra opci6
és que es produeixi la hidrolisi directament en el medi de cultiu dels disacarids. Aquesta
interpretacio coincideix amb observacions fetes en diferents estudis publicats per altres autors,
que apunten que per mitja de la hidrolisi o en preséncia dels enzims que hidrolitzen els
disacarids, invertasa i a-glucosidasa (o maltasa), aquests es descomponen en els
monosacarids corresponents (Bedard i col.-1993; Ferrance i col.-1993). Segons els autors
aquest comportament indicaria la preséncia dels enzims (invertasa) ja sigui en la superficie de
célllula o bé secretat en el medi de cultiu (Bhatia i col.-1996). Una vegada s’esgoten els
disacarids del medi, és quan s’observa la davallada pronunciada de la concentracio de la

glucosa, ja que es deixa de generar i és consumida per les cél-lules.

Per tal d’analitzar amb més detall I'observacié feta en aquest cultiu, i comprovar

algunes de les hipodtesis que s’han fet sobre la utilitzacié de les fonts de carboni per part de les
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cél-lules Sf9, s’explora la possibilitat de redissenyar el medi de cultiu IPL-41 de forma que

només tingui en la seva composicioé una unica font de carboni.

D’acord amb el proveidor, es formula un medi basic sense font de carboni, per tal de
poder afegir en cada cas els nivells desitjats dels diferents components, glucosa, maltosa i
sacarosa, a una concentracio equivalent a la concentracio total del conjunt de fonts de carboni
al medi IPL-41 original (5,15 g/L).

L’experiment (Figura 5-14) es desenvolupa en flascons agitats de cultiu de 250 ml, amb
un volum de treball de 50 ml, en un incubador a una temperatura de 28 °C, humitat del 95%, i
una velocitat d’agitacié de 60 rpm. El cultiu indcul es fa créixer durant 48-60 hores en medi

IPL-41 suplementat i amb un 5% de sérum. La concentracié d’indcul es fixa en 3-10° cé&l/mL.
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Figura 5-14: Perfils de concentracid de cel-lules viables i concentracié de glucosa en cultius en flascons agitats i
diferents formulacions del medi IPL-41 modificats per tal de tenir una unica font de carboni. Medi IPL-41 control amb
totes les fonts de carboni (A Cél-lules viables, A Concentraci6 de glucosa), IPL-41 amb Glucosa (mCél-lules viables,
o Concentracié de glucosa), IPL-41 amb Sacarosa (e Cél-lules viables, o Concentracié de glucosa), IPL-41 amb
Maltosa (¢ Cél-lules viables i ¢ Concentracié de glucosa).

Com es mostra a la Figura 5-14, els perfils de concentracié de cél-lules viables en el
cas del experiment control (medi IPL-41 comercial suplementat) i els medis IPL-41 amb
glucosa i maltosa assoleixen perfils similars, amb una concentracié maxima propera a 4,5-10°
cel/mL a les 130 hores. En canvi, el medi de ILP-41 amb sacarosa no experimenta cap tipus
de creixement, per tant és totalment prescindible del medi de cultiu. Aquest resultat permet

afirmar que la linia cel-lular emprada no necessita més que d’una font de carboni, que podria
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ser la glucosa, fet que permetria poder desenvolupar un sistema de monitoratge emprant la

glucosa com a variable mesurada.

Per altra banda, si s’observa el perfil de la concentracié de glucosa del medi IPL-41
amb maltosa, s’observa que hi ha una acumulacié de glucosa en els primers dies del cultiu, fet
que confirma que la maltosa és la font de generacié de glucosa en els cultius de IPL-41
comercials, i molt possiblement al esgotar-se la maltosa el descens de la concentracié de
glucosa és considerable, amb un pendent similar al del cas del medi IPL-41 amb només
glucosa. Finalment, en els tres casos en que s’ha observat creixement cel-lular, la glucosa
s’esgota en el mateix instant, cosa que pot dur a pensar que la maltosa s’hidrolitza a I'exterior
de la cél-lula, ja que la velocitat de consum del substrat és la mateixa en els tres casos, tenint

en compte que la quantitat global de font de carboni era la mateixa en tots ells.

De les dades obtingudes es poden calcular les velocitats especifiques de consum o
generacié de la glucosa per part de les céllules, representant el consum acumulat o la
generacié acumulada de la glucosa (en mM) respecte la integral de cél-lules viables (ICV, que
té unitats de 10° cel h/mL) (Bibila i col.-1994; Zhou i col.-1997).

ICV = j Xdt = Z[x (t,, - i] Equacié 5-2

on Yi:(XMwLXi)/Z, X+1 1 X; so6n les concentracions de cél-lules viables
(1060él-lules/mL) en els temps ft.; i t, respectivament, i Xiés la concentracié mitjana de

cel-lules viables per linterval de temps (t.s - t;). Al representar el consum o produccio
acumulada de glucosa, respecte la ICV al llarg del cultiu, s’obtindran rectes de pendent
constant en aquelles fases del creixement en qué les velocitats especifiques ho siguin, tal i

com es mostra a la Figura 5-15.
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Figura 5-15: Representacié del consum acumulat de glucosa (en unitats molars) vers l'integral de cél-lules viables,
per els cultius en medi IPL-41 comercial, IPL-41 amb glucosa com a unica font de carboni i IPL-41 amb maltosa
com a unica font de carboni. El calcul de la velocitat especifica de consum correspon al pendent de la regressio
lineal.

Els valors que s’han obtingut de la velocitat especifica de consum de glucosa sén de
76,2 nmols/10°cel-h pel cas del medi IPL41 amb unicament glucosa, i de 44,9 nmols/10%cel-h
en el cas del IPL-41 complet. Aquesta diferéncia fa pensar que en el cas del medi IPL-41
complet, el consum de glucosa és més suau degut a la preséncia també de la maltosa,
produint-se un consum mixt de les dues fonts de carboni quan la concentracié de maltosa
assoleix nivells de concentracio baixos. En canvi, el valor en les fases inicials del medi IPL-41
amb Gnicament maltosa, la velocitat de produccié de glucosa és de 199 nmols/10°cel-h, i quan
la maltosa s’esgota el consum de glucosa té un valor similar al del medi amb unicament
glucosa. Aquesta diferéncia de comportaments pot indicar que segons la preséncia i
concentracio de diferents fonts de carboni, el metabolisme de la soca experimenti algunes

variacions.

La mesura de la concentracio cel-lular: metode optic turbidimeétric.

La mesura i seguiment directe i en linia de la concentracio cel-lular en un bioreactor és
d’un interés evident i, no obstant, tot i que s’han desenvolupat tota una série de técniques,
encara no es disposa d’'un sistema universalment acceptat, i sobretot, que permeti mesurar

tant la concentracidé com la viabilitat de les cél-lules. La concentracié de cél-lules viables és
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una mesura de la quantitat disponible de biocatalitzador, essent una variable clau, ja que
permet determinar, entre d’altres parametres, la velocitat de creixement i/o la produccio
especifica de productes i la utilitzaci6 de substrat, que seran molt utils en el disseny
d’estratégies eficients de control del bioprocés. Qualsevol intent d’avangar en el seguiment en
linia dels bioreactors passa per a mesurar en linia la densitat cel-lular, ja sigui de forma directa

com indirecta.

Entre els diferents sistemes de seguiment en linia de la concentracié cel-lular, s’ha
optat pels meétodes optics. Entre els seus avantatges destaquen: resposta rapida, bona
sensibilitat, facil manteniment i principis fisics senzills. Tot i els seus avantatges, els sensors
optics també presenten inconvenients. Un problema general és I'embrutiment de les
superficies optiques, com a resultat de 'adhesié de proteines o cél-lules. Aquest fet pot ser
critic en cultius de llarga durada. A més, la majoria dels sensors optics no distingeixen entre
cél-lules viables i no viables. La seva resposta esta afectada per I'estat fisioldgic del cultiu
cel-lular, mida i morfologia de la cél-lula, i per la terbolesa global del brou del cultiu, la qual
depén també de la concentracié de residus i restes cel-lulars (cell debris), dels agregats

cel-lulars i d’altres particules d’origen no cel-lular.

El sensor optic emprat en aquest treball es basa en la mesura de la turbidimetria del
brou de cultiu a partir de la dispersid6 que experimenta un feix de llum, mesura que és
associada a la concentracié cel-lular present al medi. Es tracta de la sonda d’Aquasant AS82-
AF44 CS/R (Aquasant-Messtechnick AG), que ha estat assenyalada per alguns treballs que
han comparat diferents sondes com a particularment indicada en el cas de cultius cel-lulars
(Konstantinov i col.-1992; Olsson i Nielsen-1997; Wu i col.-1995).

El principi del funcionament del sensor Aquasant es recull a la Figura 5-16, i consisteix
en emetre un feix de llum a través d’'un emissor de raigs infrarojos (AS82) consignat a 940 nm,
que es transmet mitjancant un cable de fibra optica dos feixos de raigs infrarojos (1). La sonda
introdueix la radiacié en el medi (2) pels dos costats al mateix temps. Una porcié dels raig es
dispersa pel medi de cultiu, i una altre porcid és reflectida degut a la interacci6 amb les
cél-lules que estan es suspensiod en el brou. Un receptor optic d’alta resolucié (3) envia la
radiacié infraroja reflectida pel brou de cultiu cap enrere, a través d’un altre cable de fibra
optica per al senyal rebut (4) a la unitat de mesura que 'avalua. La proporcié entre la quantitat
de llum emesa i la que es reflectida s’associa a la quantitat de cél-lules en suspensié que hi ha

en el cultiu.
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1

Interior Sensor T

Figura 5-16: Esquema del funcionament de la sonda turbidimétrica Aquasant. A I'esquerra es situa l'interior del
sensor que emet dos feixos de raigs oblics, que en part son reflectits per la turbidesa del brou de cultiu, que és el
que mesura el sensor.

No obstant, aquest tipus de mesura s’acompanya sovint d’altres mesures que aportin
més informacié de I'estat de desenvolupament del cultiu, ja que no aporta informacié de I'estat
fisiologic ni de I'activitat metabolica de les cél-lules. Una d’aquestes mesures és la velocitat de
consum d’oxigen, normalment abreujada a partir de la terminologia anglesa: OUR, Oxygen
Uptake Rate.

Velocitat de consum d’oxigen, OUR.

En aquest treball, seguint 'aproximacié general de plantejar sistemes de monitoratge i
controls senzills, i tenint en compte que els cultius de Sf9 sén de dinamica lenta, s’ha optat per
explorar també el metode dinamic per a la determinacié de 'OUR. La velocitat de consum
d’'oxigen (OUR), és una mesura que aporta informacio de l'activitat fisiologica de les cél-lules
en el cultiu, de la qual es pot deduir també la concentracié cel-lular activa, sempre que no hi

hagi cap limitacio en el bioprocés.

En general, els métodes pel monitoratge 'OUR es poden dividir en dos grups: métodes
basats en la mesura de la concentracié d’oxigen en la fase gas, i els métodes basats en la
mesura de la concentracié d’oxigen en la fase liquida. El primer grup es basa en mesurar la
concentracié d'oxigen en la fase gas a l'entrada i a la sortida del bioreactor. S’han emprat
analitzadors de gasos (basats en el principi paramagnétic), perd aquests ofereixen una

sensibilitat insuficient per cultius cel-lulars (de dinamica lenta) (Lovrecz i Gray-1994), i també

-102 -



Obtencié de la proteina recombinant VP2 en el sistema Baculovirus-Sf9.

espectrometres de masses (Dorresteijn i col.-1996; Eyer i col.-1995), que augmenta la
sensibilitat tot i que continua essent insuficient en les fases inicials dels cultius, i son métodes
d’elevat cost. La técnica principal utilitzada en el segon gran grup, basat en la mesura en la
fase liquida, és la técnica dinamica (que es detalla més endavant), en la que només és
necessari una sonda polarografica. En l'aplicacié del balang d’oxigen en la fase liquida en
aquesta técnica, s’assumeix que el coeficient volumétric de transferéncia de matéria per
I'oxigen (k.a) i la constant de Henry sén constants al llarg del cultiu, (Zhou i Hu-1994), hipotesi
que donats els nivells baixos de cél-lules que es solen assolir en cultius cel-lulars, es pot

considerar prou valida.

La mesura de la velocitat de consum d’oxigen en els cultius cel-lulars es basa en
provocar pertorbacions en el sistema d’aeracio i en la concentracio d’oxigen dissolt (pO,), com
la que es mostra en la Figura 5-17, de manera que a partir del registre de les mesures de pO,
obtingudes amb la mateixa sonda amb la que es controla I'oxigen dissolt es pot estimar la

relacié de consum d’oxigen per part del cultiu.
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Figura 5-17: Esquema de I'evolucié del perfil de la concentracid d’oxigen dissolt en una
pertorbacié provocada en un bioreactor per a la mesura de 'OUR emprant la técnica
dinamica.

En el present treball, el valor de consigna de pO, durant els cultius és del 60% de
saturacié (mesura habitual en cultius de cél-lules animals). Per a realitzar una mesura d'OUR
s’atura el sistema d’aeracié i es segueix el perfil descendent de la concentracié d’oxigen
dissolt, conseqiiencia de I'activitat fisiologica de les cél-lules. Abans d’arribar al nivell critic de
concentracié d’oxigen dissolt és reinicialitza el sistema d’aeracidé del reactor. El perfil de la
davallada és degut al consum d’oxigen per part de les cél-lules i en part també degut a la
desorcio del O,, i el balang d’oxigen dissolt s’aplica entre les dues linies horitzontals que sén

els extrems de l'interval de mesures emprades.
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La metodologia detallada per a cadascuna de les mesures emprant la técnica dinamica

per a la determinacié de 'OUR (Figura 5-17) es resumeix a continuacio:

S’interromp el subministrament de gasos (aire, N,, O,) al sistema d’aeracio.

S’introdueix un corrent de N, per I'espai de capgal del bioreactor per a evitar la preséncia
d’oxigen a I'espai de caps, de manera que no hi pugui haver entrada d’oxigen en el brou de
cultiu per la interfase gas-liquid. El corrent de N, es manté durant tota la mesura, de
manera que es pot assumir que la concentracid d'O, en l'espai de capcal és nulla,

permeten calcular acuradament la quantitat d’oxigen que s’esta desabsorbint.

Es registren les lectures d’oxigen dissolt des del nivell d’operacié de pO,, al voltant del
60% en tots els cultius, fins que el valor de pO, baixa al 30% de la saturacio, perd en tot
cas superior a una concentracio que pugui perjudicar o alterar el comportament cel-lular.
La disminucié de I'oxigen dissolt en aquest periode es deu al consum d’oxigen per les

cél-lules i a la desorci6 de I'oxigen del medi liquid cap al capgal del reactor.
Es tanca 'entrada de nitrogen una vegada s’ha assolit el 30% de la saturacié d’aire, i es

restableix el subministrament de gasos al sistema d’aeracié recuperant-se el valor de pO,

consignat.

El calcul de 'OUR es determina a partir de I'aplicacié del balang de matéria per a

'oxigen dissolt en el reactor, considerant que I'entrada d'oxigen és nul-la (E=0), restant

unicament els termes generacid, acumulacio i sortida, com es mostra en la segtient equacio:

-G=-A-S
(=K, C, (t)dt _
OUR = C02 (to)_ CO2 (tf) . Ito( des 02( )Xj (mmolsO,/L-h)
-t t -t
Equacié 5-3

Sent cadascun dels termes que conformen el balang:
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OUR Generacio: Velocitat de consum d’oxigen.
C02 (ty)— C02 (t;) Acumulacidé: Variacié de la concentracié d’oxigen dissolt en
t, -t el medi del reactor.

Sortida: Terme de desorcié de I'oxigen dissolt en el medi
del reactor. S’ha de caracteritzar la constant de desorci6 del

te
Itﬂ(_KdesCOZ(t)ﬂt sistema especifica en les condicions en que es

t —t desenvolupen els experiments (bioreactor, medi, condicions
f 0
de cultiu, volum...), que es suposen constants al llarg del

cultiu.

La variable Coy(t) és la concentracié d’oxigen dissolt en qualsevol temps de l'interval en

que es realitza la mesura, ity i tf son el temps inicial i final de l'interval.

A banda del seu us directe, 'OUR sovint es combina amb altres variables per a generar
indicadors de I'estat metabdlic cel-lular. Entre aquestes, les més habituals sén la velocitat
especifica del consum d'oxigen (SOUR o qo,), la relacio entre la velocitat de consum de
glucosa i 'OUR, i d’altres. Individualment o en combinacié, aquestes quantitats proporcionen
un coneixement més profund sobre diferents aspectes del metabolisme cel-lular. Aquesta
técnica ja ha estat implementada en el si del grup de recerca en treballs anteriors per a al
cultiu d’hibridomes (Gamez-2000), i diferents autors I'han aplicat a diferents tipus de cultius

cel-lulars amb éxit, com HEK293 (Henry i col.-2004), o cel-lules d’insecte (Zeiser i col.-2000).

Selecci6 i implementacié6 del sistema de monitoratge: mesures de
turbidimetria i OUR.

De les tres metodologies considerades fins al moment, es descarta ja en primera
instancia la mesura de glucosa en linia, fonamentalment per la seva superior complexitat, per
la necessitat d’introduir un element intern al bioreactor per tal d’obtenir mostres lliures de
cél-lules (amb el corresponent risc de contaminacid, i conseqiientment la menor robustesa del
sistema), i finalment perqué la utilitzacié d’aquesta mesura implica un redisseny del medi de
cultiu IPL-41, que de forma comercial es proporciona amb un conjunt de set fonts de carboni
diferents. Respecte als altres dos métodes, es decideix realitzar un experiment on puguin ser
provats conjuntament en un bioreactor per tal de comparar-los. Es realitza un cultiu en

discontinu en bioreactor de 2 litres en el que s'utilitza el medi descrit en els apartats anteriors,
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IPL-41 amb suplements (extracte de llevat i hidrolitzat de lactalbumina), un 5% de sérum,
gentamicina (0.05 g/L), plurdnic F— 68 (0,4%) i antiescumejant C (50ppm), el resultat del qual
es mostra a la Figura 5-18. El cultiu es desenvolupa amb una agitacié de 60 rpm, una

temperatura de 28 °C, i un pH de 6,2. L'indcul és de 2,5-10° cél/mL.
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Figura 5-18:Perfils obtinguts d’una cultiu en discontinu de la soca Sf9 en medi IPL-41 suplementat, on es mostren
les possibilitats de monitoratge del cultiu. A Concentracié de cél-lules viables, ® mesura de 'OUR i - mesura de la
sonda tubidimeétrica.

En I'experiment es segueix I'evolucié del creixement cel-lular amb les dues técniques
de monitoratge seleccionades, la mesura turbidimétrica i la mesura d'OUR, i s'utilitza com a
mesura de referéncia la determinacié de la concentracié cel-lular per recompte directe amb
microscopi mitjangant tincié amb blau de tripa, que és la mesura habitual dels analisis fora de

linia en cultius cel-lulars.

El senyal proporcionat per la sonda turbidimétrica en la part inicial del cultiu segueix
amb fidelitat el perfil de la corba de cél-lules viables, i sembla ser un sistema forca fiable.
Aquest comportament es manté fins ben avancada la fase de creixement exponencial, on la
viabilitat és elevada. El problema apareix en l'instant que el cultiu s’acosta al maxim de
concentracio cel-lular, moment en que la viabilitat disminueix i comencen a aparéixer restes
cel-lulars i cél-lules mortes en el medi. La sonda turbidimétrica mesura la terbolesa total del
medi, i per tant no és capag de discernir entre les cél-lules vives i les mortes o restes cel-lulars,
i la mesura de la sonda a partir daquest moment es desvia notablement de la mesura de

concentracié cel-lular.
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Figura 5-19: Relacié entre la mesura de la sonda turbidimétrica (Aquassant) i la concentracié cel-lular en el
bioreactor. e punts amb una relacié lineal, o punts de desviacio.

Aquest comportament queda reflexat a la Figura 5-19 on es representa la relacié entre
la concentracié de cél-lules viables i el % del senyal de la sonda turbidimétrica. Com es pot
observar, en la fase inicial del cultiu, on el seguiment que proporciona la sonda és correcte, la
relacié entre els dos parametres descriu un comportament lineal, perd a mesura que s’assoleix
al maxim de concentracié la linealitat desapareix, i no és possible correlacionar la mesura amb
la concentracio de cél-lules viables. Aixi doncs aquest sistema de monitoratge només seria util
per a realitzar el seguiment de cultius en la fase exponencial, i en general en sistemes on la
viabilitat cel-lular sigui elevada. A mesura que disminueix la viabilitat, la mesura es desvia de

forma progressiva i ja no es representativa del desenvolupament del cultiu.

Pel que fa a la mesura de la velocitat de consum d’oxigen, aquesta descriu una corba
molt semblant al perfil de cél-lules viables (Figura 5-18). A I'inici del cultiu els valors d’OUR so6n
molt baixos (al voltant 0.05 mmols/L-h) degut a la baixa concentracio cel-lular disponible en el
cultiu. A mesura que augmenta la concentracié de cel-lular activa en el reactor, els valors de
'OUR també augmenten, fins arribar a un maxim de 0.8 mmols O, / L-h. Un cop assolit el
maxim, es manté aproximadament constant durant unes 40 hores, i després decau de forma

paral-lela a la corba de cél-lules viables.

En la zona on es dibuixa el maxim, el perfil de TOUR és més suau que la corba de

concentracié de cél-lules viables. Aquest fet és degut a que 'OUR segueix I'activitat cel-lular, i
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en el maxim del perfil de la concentraciod de cél-lules viables, I'activitat metabolica comenca a
limitar-se, perd no obstant les cél-lules encara no estan mortes. Aquest fet és precisament una
de les principals avantatges del seguiment de 'OUR, que s’avanga a la deteccié del canvi de
tendéncia que correspon a l'inici de la limitacié del cultiu, i ho fa en linia i oferint millor precisio
que el recompte cel-lular. Per tant, el perfil que aporta la mesura dOUR manté el mateix
aspecte que el perfil descrit pel recompte cel-lular, mostrant-se com una bona eina pel
seguiment del desenvolupament del cultiu. A més, el monitoraige de I'OUR disposa
d’avantatges respecte el recompte de cél-lules viables afavorint la robustesa del sistema, com
ara la no necessitat de extreure mostres del bioreactor (reducci6 del risc de contaminacié), la
possibilitat de disposar d’'una mesura cada hora en comptes de cada 12 o 24 hores, i finalment

la reduccio de I'error experimental del recompte.

La representacié de 'OUR en front de la mesura de la concentracié de cél-lules viables
per recompte directe (Figura 5-20), mostra la relacié lineal que és manté constant durant tota
la fase de creixement exponencial. No obstant, quan aquesta s’acaba per I'aparicié d’alguna
limitacio en el cultiu, es reflexa en una pérdua de linealitat i per tant hi ha una variacié de la
velocitat especifica de consum d’oxigen, que com es pot observar, fa que les mesures

obtingudes es situin per sota de la recta que descriu la fase de creixement exponencial.
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Figura 5-20: Relacio entre la mesura de 'OUR i la concentracié cel-lular en el bioreactor, on hi ha una fase amb
una relacié lineal corresponents en un cultiu sense limitacions (e), i una on apareix una limitacié que fa variar la
velocitat especifica de consum d’oxigen (o).

Un altre parametre fisiologic important en el cultiu cel-lular que es pot calcular a partir

del monitoratge de 'OUR, és la velocitat especifica de consum d’oxigen, la qo,, que s’obté de

correlacionar 'OUR amb la concentracié de cél-lules viables en el bioreactor.
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Un altre terme interessant a tenir en compte és el canvi de valor de la qo, en la fase
final del cultiu, que coincideix amb el punt d’inflexié de la corba de 'OUR, moment en qué
comenca a disminuir I'activitat fisioldgica del cultiu. Aquest moment és caracteritzable amb
més anticipacié que no pas emprant les mesures de recompte de cél-lules viables, fet que

aporta avantatges a aquest sistema de monitoratge.

El calcul de la la velocitat especifica del consum d’oxigen (qo,) es pot obtenir a partir de
del calcul del pendent entre la variacié del valor de 'OUR i la variacié de la concentracio

cel-lular corresponent tal i com es mostra a la seguent equacio:

q _ dOUR
% dX,

Equacié 5-4
Per tal d’obtenir un valor acurat de la velocitat especifica de consum d’oxigen, s’utilitza
dades que han estat obtingudes de diferents cultius en la fase de creixement exponencial que

s’han monitorat en aquest treball, tal com es mostra a la Figura 5-21.
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Figura 5-21: Calcul de la velocitat especifica de consum d’oxigen (qoz), a partir de la relacié de TOUR i les cél-lules
viables en l'etapa de creixement exponencial. Les dades han estat extretes de cultius en discontinu, en continu
alimentat i en perfusié. El valor del pendent que correspon a la velocitat de consum és de qo2 = 8,56:10™"

mol/(10%cel's).

En el cas concret el valor de és de qo, = 8,56:10™"" mol/(10°cel's) que correspon al

pendent de la recta que s’ha obtingut en la figura anterior, valor corresponent als cultius

creixent sense limitacié. Aquest valor es situa dins del rang de valors de soques de Sf9
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descrits en la bibliografia, que oscil-len entre 4,2:10™"" i 1,2:10" mol/(10°cél's) (Kamen i
col.-1996b; Palomares i Ramirez-1996).

D’aquesta manera s’obre la possibilitat de dissenyar una metodologia de seguiment de

cultius que determini la velocitat especifica de consum d'oxigen (qo,) al llarg del cultiu, fent
possible detectar el moment en que el valor de la qo, decreix, indicant un canvi del

metabolisme cel-lular, fet que permetria actuar abans de que el cultiu entrés en una fase

irreversible de mort.

Una vegada definit i implementat el sistema que permet avaluar I'evolucio i el bon
desenvolupament dels cultius, s’haura d’explorar el seu possible Us en el monitoratge del
proceés infectiu i determinar el moment d’aturada i de recollida del brou de cultiu (TOH, Time of
harvesting, o TPI, Time post infection), per posteriorment iniciar la recuperacio i purificacio del

producte, la proteina recombinant VP2.

5.4. Estrategies de cultiu.

En les seccions anteriors s’ha definit el medi de cultiu més idoni i que ofereix un millor
rendiment des del punt de vista de la concentracié cellular generada, i un sistema de
monitoratge que permet seguir el desenvolupament del cultiu. Amb 'objectiu de desenvolupar
cultius d’alta rendibilitat, s’enfoca aquesta nova seccid, en la que es pretén I'avaluacié de
diferents estratégies per assolir cultius d’alta densitat cel-lular (CADC), per tal de disminuir els
volums de produccid, i conseqiientment els costos productius i de purificacié. Es parteix d’'un
cultiu control que ofereixi una referéncia comparativa, un cultiu en discontinu, i a continuacio
es passa a definir i explorar estratégies alternatives de cultiu (discontinu fortificat, discontinu
alimentat i perfusid) els esquemes de les quals es mostren a la Figura 5-22. En primer lloc,
I'objectiu es centra en I'assoliment d’'una alta concentracié de cél-lules disponibles per a poder
ser infectades, i posteriorment s’explorara I'eficieéncia infectiva en cadascuna de les estratégies

provades en que s’hagin obtingut resultats satisfactoris.
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Figura 5-22: Esquema de les diferents estrategies de cultiu d’'un bioprocés (d’esquerra a dreta, i de dalt a baix):
operacié en discontinu, discontinu fortificat, en discontinu alimentat i finalment cultiu en perfusio

L’estratégia més simple i més emprada en el mon industrial és I'operacio en discontinu,
que consisteix en carregar el medi de cultiu al bioreactor, i un cop inoculat es limita a mantenir
les condicions fisico-quimiques de cultiu desitjades. La segona estratégia que es mostra
consisteix també en una estratégia en discontinu, perd amb la diferéncia que el medi té una
concentracié més elevada de nutrients, en concret 1,5 vegades superior, que ha de permetre
dotar de més substrats i assolir més concentracio cel-lular, i explorar una possible inhibicié per
substrats. L’estratégia en discontinu alimentat es basa en I'addicié de substrats al medi de
cultiu al llarg del bioprocés, i és especialment indicat en el cas que de que l'aturada del cultiu
en discontinu s’hagi produit per un exhauriment d’algun nutrient, o en cas d’inhibicié per algun
subproducte d’oxidacié incompleta, si es planteja una addicié que limiti la font de carboni de
manera que forga I'assimilacié del subproducte. Finalment I'operacio en perfusié consisteix en
abastir de forma continua medi fresc al bioreactor, i simultaniament eliminar el medi exhaurit,
tot retenint les cél-lules a l'interior. Aquest sistema es planteja com el més adient en el cas que
les causes de la limitacié dels cultius sigui provocada per I'acumulacié d’algun subproducte
toxic, ja que aquest sera eliminat en el corrent de sortida del medi exhaurit, evitant aixi la seva

acumulacio en el brou de cultiu. Normalment el procés s’inicia en una fase en discontinu, i
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abans de que es produeixi un comportament advers del cultiu, s’inicia el procés d’alimentacio

en continu.

54.1. Cultu en discontinu.

Els resultats obtinguts pel cultiu discontinu de referéncia es presenten a la Figura 5-23.
El cultiu es realitza en un bioreactor Braun MD de 2 litres amb medi IPL-41 amb els
suplements anteriorment definits i amb un 5% de FBS, gentamicina (0.05 g/L), plurdnic F— 68

(0,4%), antiescumejant C (50ppm).

El cultiu es desenvolupa amb una agitacié de 60 rpm, , una temperatura de 28 °C, un

pH de 6,2, i un valor de consigna d’oxigen dissolt del 60%. L'inocul és de 2,5-10° cel/mL.
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Figura 5-23: Perfils de concentracié de cél-lules viables (A ), OUR (e), % de viabilitat cel-lular (o), concentracié de
glucosa (mM) (A) i de lactat (mM) (=) en un cultiu en discontinu en bioreactor amb medi IPL-41 suplementat amb
hidrolitzat de lactalbumina, extracte de llevat i un 5% de FBS.

En el cultiu en discontinu s’assoleix una concentracié cel-lular maxima de 5:10° cél/mL
cap a les 140 hores de cultiu, i a partir d’aquest moment la concentracié de cél-lules viables
decau rapidament. Si s’observa la corba de % de viabilitat és pot comprovar com el valor
oscil-la entre el 85 i el 100% de viabilitat en tot el periode des de la inoculacio fins el final de la

fase exponencial, on comenca a disminuir el seu valor, aproximadament a les 96-100 hores de
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cultiu. L’oscil-lacié del valor de viabilitat és deguda a I'error intrinsec a la técnica del recompte

directe per tincié de blau de tripa.

El perfil ’OUR que s’ha obtingut és homoleg al perfil de concentracio cel-lular, tal i com
s’havia pogut observar en la seccié anterior del present capitol. Els valors d’OUR en l'inici del
cultiu sén d’aproximadament 0,065 mmols/L-h i s’incrementen paulatinament fins assolir al seu
maxim al voltant de 0,8 mmols/L-h. De manera qualitativa s’observa que cap a les 100 hores
de cultiu, coincidint amb l'inici de la davallada del valor de viabilitat cel-lular, la corba d'OUR
mostra el punt d’inflexid, o l'inici de la disminucié de la velocitat d'increment del valor de 'OUR,
fet que confirmaria la capacitat del sistema de monitoratge, amb un tractament de les dades
adequat, per a detectar el moment en que es produeixen les limitacions de creixement del

cultiu.

Referent a la concentracié de glucosa present en el medi de cultiu, s’observa com en
les fases inicials aquesta no es consumeix, o fins i tot augmenta lleugerament, degut a
I'hidrodlisi de la maltosa. Es pot observar la preséncia d’'una concentracié de 7 mM de glucosa
(aproximadament 1,3 g/L), en el final de I'etapa de creixement i I'inici de la fase de mort, que
indiquen que la limitacié del cultiu no és causada per un esgotament de la font de carboni
principal. Aquesta és una caracteristica no habitual, ja que la majoria dels medis de cultiu
estan balancejats de manera que la limitacié del medi vingui donada per la font de carboni. No
obstant, encara no es coneix amb certesa el motiu de la limitacié del cultiu, ja que podria ser
'esgotament o degradacié d’algun nutrient, o bé una acumulacié d’algun toxic provinent de
I'acumulacié d’algun subproducte del metabolisme de les cél-lules d’insecte. En aquest sentit
es pot descartar que l'aturada sigui causada per I'acumulacié de lactat (metabdlit generat en
els cultius cel-lulars que sovint és el causant d’'inhibicions), ja que quan s'inicia la frenada la

concentracio de lactat és fins i tot inferior a I'inicial, amb uns valors inferiors a 1 mM.

5.4.2. Cultiu en discontinu fortificat.

A continuacié s’explora I'estratégia en discontinu fortificat, amb un increment de la
concentracié de substrats en el medi de cultiu de 1,5 vegades respecte la composicio inicial.
Aquesta estratégia ha de servir, per una banda, per a descartar que no hi hagi una limitacié
d’algun substrat, i per una altra, per a observar que no existeixi inhibicié per substrat, fet que

hauria de tenir-se en compte al explorar I'estratégia en discontinu alimentat.
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El cultiu es desenvolupa en un bioreactor de 2 litres amb medi IPL-41 suplementat amb
extracte de llevat i hidrolitzat de lactalbumina, i amb un 5 % de FBS, amb una concentracié de
medi i suplements 1,5 vegades més elevada que en els cultius en discontinu, gentamicina
(0.05 g/L), pluronic F— 68 (0,4%), antiescumejant C (50ppm).

A la Figura 5-24 es representen els perfils de concentracié de cél-lules viables, viabilitat
cel-lular, OUR, i concentraci6 de glucosa i lactat del discontinu fortificat, observant-se

directament un patré de comportament similar al discontinu.
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Figura 5-24: Perfils de concentracié de cel-lules viables (A), OUR (o), % de viabilitat cel-lular (o), concentracié de
glucosa (mM) (A) i de lactat (mM) (=) en un cultiu en discontinu fortificat en bioreactor amb medi IPL-41 suplementat
amb hidrolitzat de lactalbumina, extracte de llevat i un 5% de FBS.

Una analisi més detinguda, mostra el valor maxim d’'OUR de 0,8 mmols/L-h situat entre
les 120 i les 144 hores, i l'inici de la fase de desacceleracio del creixement es localitza sobre
les 96 hores, moment en que el valor de 'OUR esta proper als els 0,5 mmols/L-h. Aquest
comportament s’ha observat en el cas presentat anteriorment, on la diferéncia principal
respecte aquest cultiu és la quantitat de nutrients addicionada. Per tant, es pot descartar
definitivament la hipdtesi de limitacié per exhauriment d’algun substrat, tot i que encara resta la
possibilitat de que hi hagi algun substrat que es degradi durant el cultiu, o algun subproducte

que esdevingui toxic.
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Tanmateix, aquest experiment descarta la idea de que hi pogués existir una inhibicié
causada per la major concentracio de substrats inicials en el medi, ja que en els estadis inicials
no s’observa que hi hagi cap efecte negatiu sobre el creixement cel-lular, per tant en la propera

estrategia de discontinu alimentat aquest risc no existira,.

54.3. Cultiu en discontinu alimentat.

Per a poder aplicar aquesta estratégia de cultiu en que s’ha d’addicionar medi fresc
concentrat, cal disposar d’'una mesura en linia de la concentracid i activitat cel-lular, en el
present cas 'OUR, de manera que es puguin realitzar les addicions de medi fresc de forma
proporcional al nombre de cel-lules present en el cultiu en cada moment, i les seves
caracteristiques com ara la velocitat de creixement i els consums especifics de substrats. Per
a portar a terme aquesta estratégia s’ha utilitzat un programari especific de control
desenvolupat en la plataforma LabWin.cvi en el si del grup de recerca (Gamez-2000), que

s’adapta a la soca de Sf9.

El sistema de control d’addicié es basa en realitzar de forma iterativa el protocol de
d’analisi de mesura d’OUR. En funcié del valor dOUR calculat en linia, es calcula la
concentracié cel-lular present en la iteracié (i), i es calcula també la velocitat especifica de
creixement en aquest periode. L’estimacié de la concentracio cel-lular i, per tant, el calcul de la
velocitat especifica de creixement entre dues addicions, es realitza a partir del valor de la

velocitat especifica de consum d’oxigen, com mostra I'equacio:

__1_OWR
Voo10° 9o,

Equacié 5-5

El seu valor ha estat determinat anteriorment, prenent com a valor de

q02=308,16nmols/(1060el h), i com s’ha mostrat a la Figura 5-21 es pot considerar que es

manté constant al llarg de la fase de creixement exponencial del cultiu, quan no hi ha cap

limitacio en el creixement cel-lular.

Amb el valor 'OUR és possible calcular la concentracié del consum d’oxigen acumulat
mitjancant la integracido de la mesura dOUR amb el temps, tal com es mostra en I'equacio
proposada (Zhou i Hu-1994):
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t
oC = j OUR dt Equaci6 5-6
0

On OC és el valor del consum d’oxigen acumulat en unitats de concentracio (mM),
OUR és el valor de la velocitat especifica de consum d’oxigen mmols/(l-h) i finalment (t) és el
temps en hores. A partir del valor de la concentracié del consum d’oxigen acumulat, és
possible calcular el consum acumulat de glucosa si es disposa del valor del rendiment del
consum de l'oxigen respecte el consum de glucosa Yo.ge. Per a calcular-ho és necessari
disposar del valor de la velocitat especifica de consum de glucosa. El medi IPL-41, com ja s’ha
discutit anteriorment té set fonts de carboni diferents, qlesti® que complica el sistema
d’addicid basat en una sola font de carboni. No obstant, el medi d’addici6 és un medi
concentrat quatre vegades i només compta amb una unica font de carboni, la glucosa. A més,
el sistema d’addicions s’inicialitza a mitja fase de creixement exponencial del cultiu,
concretament quan s’assoleix un valor ¢OUR de 0,6 mmols/L-h, moment en que s’ha esgotat
majoritariament la maltosa del medi. Aixi doncs, com a primera aproximacié es pot considerar
que la fase alimentada es desenvolupa amb la glucosa com a unica font de carboni.
Tanmateix, el valor de la velocitat especifica de consum de glucosa és de 76,2 nmols/1 0%cel-h,
que correspon al que ha estat calculat en el medi IPL-41 amb glucosa com a Unica font de

carboni, com es mostra a la Figura 5-15.

Finalment, només resta calcular el parametre que relaciona el consum relatiu d’oxigen
en funcié de la glucosa consumida, és a dir, el rendiment de consum d’oxigen-glucosa. Aquest
rendiment es pot calcular com la relacié de les velocitats especifiques de consum, com mostra

la seguient equacio:

Yo, = oz Equacié 5-7

Gle

El valor concret per a la soca de cél-lules d’insecte Sf9 utilitzada en el present treball és
de Yozcic= 4,04 mol O,/mol Glc.

Aixi doncs, el sistema de control per a I'addicié de medi fresc s'inicia amb I'estimacié de
la concentraci6 actual de glucosa en el bioreactor (Glc,;) a partir del balan¢ massic de glucosa.
Aquesta estimacio necessita disposar dels valors de la concentracié de glucosa al reactor en

el temps anterior (Glc,;.1), la glucosa addicionada pel sistema de control en I'anterior actuacié
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(GlCagqi1), i la glucosa consumida en l'interval de temps (Glccons,), tal com mostra I'equacio, on
totes les concentracions de glucosa s’expressen en unitats de mM:

Gle,, =Gle,, , +Gle,,; , —Gle

r,i

consii Equacio 5-8

El valor de la glucosa consumida s’estima amb les mesures d'OUR actual (OUR)) i
'anterior (OUR.4), que permeten calcular el valor del consum d'oxigen acumulat (OC;) en
l'interval de temps (t; - t.4), i es divideix per la relacié estequiométrica del consum entre I'oxigen

i la glucosa (Yoz61c) cOm es mostra a la seglient equacio:

Gl = 0Ci _(OUR, +OUR,,)(t; -t,,) Equacio 5-9

cons,i
0,/Gle 2 YOZ/Glc

On el OC; s’expressa en unitats de mmolO./L, el Yozaic en mmolO,/ mmolGlc, 'OUR; i

OUR:.1 en mmolOy/(I-h) i el temps t;.4 i t; en hores.

El valor de Glc,; obtingut anteriorment es compara amb el valor de glucosa consignat
(set-point) (Glcsp) i a la diferéncia resultant se li afegeix el valor de glucosa que es prediu que
sera consumida en el seguent interval de temps (Glcyeqi). EI model de prediccié de futur
consum de glucosa es basa en el calcul de la integral de cél-lules viables, projectada des del
temps actual (1), fins a un temps futur (t.4), anomenada ICV,.4, i la velocitat especifica del
consum de glucosa (ggic), que s’assumeix constant al llarg de la fase exponencial (Zhou i
col.-1997).

Gle i =9qg. " ICY Equacio 5-10

i+1

Xi+l + Xi )(tm _ti)

2

sabentque ICV,, = (

La relacié entre X;.1 i X;, concentracions cel-lulars a t.4 i t; respectivament, s’obté a partir
de la cinética de creixement, consierant-se el volum constant entre addicions (en cultiu
cel-lular, el volum final del discontinu alimentat no supera un 10% del volum total), com

segueix:

X, = X,exp(u-At,,,) Equacié 5-11
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Substituint aquesta expressié a I'equacié 5-10, i agrupant els termes s’obté la seglent

féormula:

Gl = 4a 10X, [1+exp(uiAti+1 )]Atm Equacit 5-12

2

On l'interval de temps At es defineix com At..1=ti«4-t; i s’expressa en unitats d’hores
(h), deic en mmol/(10°cél-h), X; en 10° cél/mL, w en h™ i Glcyeq; €n mMM. Com es pot observar a
'equacio, es necessita conéixer la velocitat especifica de creixement pel temps actual (n;), que
es determina a partir de I'estimacié de la concentracioé cel-lular feta amb la mesura d’OUR. Una
vegada es prediu la concentracié requerida de glucosa (Glcyeq,;) per al proxim interval de
temps, el seu valor se suma a la diferéncia (Dif.) anteriorment calculada, obtenint-se el valor
de glucosa que cal addicionar al cultiu (Glc,gg,; €n unitats de mM), expressant-se com:

Gle,,; =Gle,,; + Dif.= Gle, ., +(Gle,, ~Gle,,) Equaci6 5-13

pred,i

Finalment es converteix la concentracié de glucosa necessaria per a les cél-lules en el
proxim interval de temps, Glcaqq;, €n un volum de solucié d’aliment (Vaqq;) que s’addiciona en
forma de pols en un temps prefixat, t,,s, donant com a resultat un valor de cabal per a la

bomba FE-211, Q.qq;. L’expressio que pren la llei de control pel cabal a addicionar és:

Q Vaddi Glcaddini E . 5 14
== -t uacio 5-
Mt t  Gle q

pols pols aliment

On Glcajiment €s la composicié de glucosa en la solucié d’addicio, tnos té un valor de 1
minut, i V,,i és el volum del bioreactor (ml). Fent un balan¢g massic del reactor s’obté la segtient
expressio que permet determinar el valor del volum de liquid per a qualsevol temps t;:

Vi = Vi Vaaii  Vaeoni =V Equacio 5-15

mostra,i—1
On V.1 és el volum del reactor en el temps anterior, Vauqi1 €s el volum de solucié
addicionada en I'anterior acci6é de control, Vnaon,i €s el volum de solucié de NaOH afegit durant

el periode t; —ti.1, | Vimostrai-1 €S €l volum de mostra per a I'analisi fora de linia (5 ml).

El llag de control exposat es mostra de forma esquematitzada a la Figura 5-25.
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Figura 5-25: Diagrama de flux del programari de control de les addicions de medi per a un cultiu en discontinu
alimentat, que es basa a partir de la mesura en linia de 'OUR.
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Una vegada definida I'estratégia d’addicié i determinats els parametres necessaris per

a dur-la a terme, es planteja I'experiment en discontinu alimentat.

Les condicions del cultiu i el medi de partida son les mateixes que en el cas del
discontinu, perd en un volum de 1600 ml, i el medi que s’addiciona és IPL-41 amb glucosa
com a unica font de carboni i a una concentracié dels seus components quatre vegades
superior que en la formulacié de partida (exceptuant el sérum i aquells suplements descrits
com a no nutrients, gentamicina, pluronic i antiescumejant). A partir de I'estudi del cultiu en
discontinu, es defineix el valor de 'TOUR de 0,6 mmols/L-h com l'inici de les addicions del
discontinu alimentat, ja que en aquest punt encara no es comenca a observar el punt d’inflexié
de la corba del perfil OUR, que seran incrementades a mesura que augmenti el valor d’OUR.

Els perfils que s’han obtingut del discontinu alimentat es mostren a la Figura 5-26.
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Figura 5-26: Perfils de concentracié de cél-lules viables (A), OUR (o), % de viabilitat cel-lular (o), concentracié de
glucosa (mM) (A) i de lactat (mM) (=) en un cultiu en discontinu alimentat en bioreactor amb medi IPL-41
suplementat amb hidrolitzat de lactalbumina, extracte de llevat i un 5% de FBS. La sageta indica linici de les
alimentacions del medi concentrat amb la glucosa com a unica font de carboni, i concentrat 4 vegades respecte
I'original.

Observant el perfil OUR, no s’aprecien canvis notables respecte el discontinu (Figura
5-23), mantenint-se aproximadament [l'inici de la fase de desacceleracié del creixement
cel-lular a les 96-100 hores de cultiu, tot i haver-se inicialitzat les addicions de medi fresc
concentrat. També es conserva el moment del maxim del perfil ’OUR entre les 120 i les 140

hores de cultiu. L'Unica diferéncia que s’observa és que el valor de 'OUR en el seu punt
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maxim €s superior, perd segons els valors que s’han obtingut del recompte cel-lular no es pot
atribuir a un augment de la concentracié cel-lular al sistema, siné que sembla degut a una

viabilitat més elevada (un 10% superior).

Aixi doncs, amb el resultat del discontinu alimentat es pot pensar en la hipotesi de que
el maxim de concentracié de cel-lular no és consequiéncia d’'una limitacié per I'exhauriment o
degradaci6 d’algun nutrient del medi, siné que la limitacié pot ser causada per una acumulacio
d’algun metabdlit o subproducte derivat de les rutes metaboliques de la soca de Sf9. Com es
pot observar en el perfil de glucosa, en cap moment hi ha limitacié de font de carboni, arribant
a un valor minim de 10 mM. No obstant, el toxic no hauria de ser el lactat, ja que en cap cas

s’observa que hi hagi una acumulacié d’aquest subproducte.

54.4. Cultiu en perfusio.

Tot i que I'estratégia en discontinu alimentat es podria acabar de refinar intentant evitar
'acumulacié de possibles compostos toxics, perd, degut a 'ampli ventall de candidats que
poden ser els causants de la inhibicié observada, a la dificultat de la seva identificacio i a la
complexitat dels analisis a realitzar, aquesta opcid es desestima. Aixi doncs, s’opta per
realitzar un tipus d’estratégia de cultiu que no requereix la identificacié del subproducte toxic,
ja que aquest sera eliminat de manera continua del sistema, al emprar una estratégia de cultiu

en perfusio.

El cabal d’addicié en aquesta estrategia també es calcula a partir del valor dOUR de
manera similar a la metodologia emprada en el discontinu alimentat, amb la diferéncia que el
medi que s’addiciona és el IPL-41 comercial corresponentment suplementat, sent I'addicio
continuada i no en polsos, com en el discontinu alimentat. De forma simultania, a mesura que
es realitzen les addicions, un sensor de nivell detecta I'increment de volum al bioreactor, i
s’acciona la bomba d’extraccié del medi de cultiu exhaurit a través d’'un modul d’ultrafiltracié
tangencial (modul de filtracié de fibres buides), permetent la renovacié del medi de cultiu, i
retenint simultaniament les cél-lules al bioreactor, assolint-se aixi cultius d’altes densitats
cel-lulars (CADC) (Gamez-2000). Aquesta caracteristica ofereix una altra diferéncia respecte el
discontinu alimentat, ja que el volum es manté constant al llarg de tot el bioprocés. De manera
homologa que en el cas del discontinu alimentat, I'addici6 de medi fresc s’incrementa a
mesura que augmenta la densitat cel-lular, o el que és el mateix, a mesura que augmenta el
valor de 'OUR. La Figura 5-27 mostra els perfils obtinguts en un cultiu en perfusié de la soca

de Sf9, emprant igualment el medi IPL-41 suplementat i amb un 5% de sérum com a medi de
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cultiu. Les condicions de cultiu sén les mateixes que en les fermentacions anteriors en I'inici
del cultiu, perd al assolir una densitat cel-lular de 7-10° cél/mL, I'agitacié s’augmenta fins a 80
rpm i el corrent d’aire s’enriqueix amb oxigen pur a través de I'estacié de mescla de gasos, per

tal de mantenir el nivell d’'oxigen dissolt al voltant del 60% de saturacio.
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Figura 5-27: Perfil de cél-lules viables (A), OUR (o), % de viabilitat cel-lular (o) i cabal d’aliment en un cultiu en
perfusié en bioreactor emprant el medi IPL-41 suplementat amb Hidrolitzat de lactalbumina, Extracte de Llevat i un
5% de FBS.

L’alimentacio del medi de cultiu fresc s’inicia en el moment que 'OUR assoleix el valor
de 0,6 mmols/L-h, que ha estat descrit com el moment d’inici de la limitacié dels cultius

anteriors.

El resultat que s’ha obtingut del cultiu en perfusié confirma les hipotesis que s’han
formulat anteriorment. Aquesta estratégia ha permés assolir cultius d’alta densitat cel-lular,
arribant a concentracions superiors a 10’ cél/mL, més del doble del que s’obté en discontinu,
augment que també s’observa en el valor de 'OUR que arriba fins a 2,5 mmols/L-h. Els
resultats d’aquest experiment confirmen una vegada més que el seguiment del cultiu pot ser
efectuat mitjangant la mesura d’'OUR, com es desprén dels perfils paral-lels entre el recompte
cel-lulari dOUR.
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Si s’observa la corba de viabilitat, els seus valors sén lleugerament inferiors als que
s’havien observat en la resta de cultius, possiblement com a conseqliéncia del sistema de
cultiu en el que hi ha preséncia d’'un major estrés, per les condicions d’aeracio i per la
recirculacié a través del modul de filtracid tangencial. Per altra banda, quan s’opera en
aquestes estratégies de cultiu, les velocitats especifiques i els rendiments de consums varien
al tractar-se de sistemes que es troben en condicions d'estrés, degut a la metddica
operacional i I'alta concentracié de cél-lules. En qualsevol cas, es confirma la hipotesi de
I'acumulacié d’algun metabdlit toxic en els anteriors sistemes (discontinu, discontinu fortificat i
discontinu alimentat), ja que en aquest sistema de cultiu el metabolit responsable de la

inhibicio pot ser retirat i no afecta al desenvolupament del cultiu.

Un cop conegudes les causes de les limitacions dels creixements dels cultius
l'estratégia a desenvolupar per a poder assolir cultius d’alta densitat cel-lular, i per a poder
decidir quina ha de ser I'estratégia més apropiada en aquest procés, s’ha d’avaluar I'efecte
que tenen sobre la productivitat del producte d’interés, és a dir la proteina (VP2) que expressa
el baculovirus que ha d’infectar el cultiu cel-lular. En aquesta direccié s’enceta la seglent
seccio del capitol, on es vol avaluar i quantificar la productivitat de les diferents possibles
estrategies de cultiu, quedant descartades des d’un inici les opcions de discontinu alimentat, i

discontinu fortificat.

5.5. Parametres claus, temps d’actuacié: Definicio i

deteccio en un procés infectiu.

En la definicié d’'un procés d’infeccié d’un cultiu cel-lular, en aquest cas de Sf9, per part
d'un virus (en el present cas un baculovirus recombinant), cal definir una série de punts
importants en que cal prendre decisions encaminades a obtenir el millor rendiment del procés.
Aquests parametres s’anomenen Temps d’Actuacié (abreviat com a TOA, provinent de

I'expressio “Time of Action”).

Dins dels TOAs es defineixen diferents tipus d’actuacions que es poden dur a terme,
com per exemple procedir a la infeccio del cultiu, Moment d’infeccio (TOI, Time of Infection), o
el Moment d’Alimentacié (TOF, Time of Feeding), o finalment el Moment d’Aturada o Recollida
del producte ( TPl o TOH, Time Post Infection o Time of Harvest, respectivament segons

I'origen temporal es referencii en l'inici de la infeccié o del cultiu respectivament).
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Figura 5-28: Representacio i situacio en un perfil d’'un cultiu discontinu, i de les diferents possibilitats d’actuacié que
ofereix el sistema de monitoratge de 'OUR. Els primers moments d’actuacié (TOA), correspon a la deteccié del final
de creixement de la fase exponencial, en la que es pot iniciar una estratégia de cultiu (TOF) o procedir en la infeccio
(TQI), i finalment el temps d’aturada (TOH).

Un esquema de com es situen els diferents parametres d’actuacio, i les diferents
estratégies del procés que es poden dur a terme es mostren a la Figura 5-28. Dues
possibilitats d’accid han estat representades sobre un perfil de creixement d’'un cultiu en
discontinu: la primera es basa en detectar el primer TOA en el que s’infecta el cultiu (TOl4) i
despreés del cicle infectiu es recull el brou (TOH,), estratégia en discontinu (linia discontinua).
L’altra opcid consisteix en iniciar una estratégia d’alimentacié per a assolir un cultiu d’alta
densitat cel-lular (TOF), produint-se un altre TOA posterior, moment en que es procedeix a la

infeccid (TOl,), i finalment es recull el brou de cultiu (TOH,).
El desenvolupament d’'un sistema d’automatitzacié d’'un procés productiu necessita

poder detectar els diferents temps d’actuacié de manera automatica, en linea amb el procés i a

partir de les dades registrades mitjangant el sistema de monitoratge a implementar

55.1. Deteccido del moment d’infecci6é o d’alimentacio.

En primer lloc es mostra el resultat d'un seguiment d’'un cultiu de Sf9 per tal de

revalidar el sistema de monitoratge a partir de la mesura de la velocitat de consum d’oxigen
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OUR, i garantir que el monitoratge d’aquest tipus de processos sigui el maxim d’universal i

fidel possible.

A la Figura 5-29 es presenta el resultat obtingut d’un cultiu en bioreactor Braun MD de
2 litres amb medi IPL-41, suplementat amb hidrolitzat de lactalbimina, extracte de llevat i un 5
% de FBS, gentamicina (0.05 g/L), plurdnic F— 68 (0,4%), antiescumejant C (50ppm). El cultiu
es desenvolupa en amb una agitaciéo de 60 rpm, una temperatura de 28 °C, i un pH de 6,2.

L’inocul és de 2,5-10° cél/mL.
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Figura 5-29: Perfils de creixement cel-lular(A) i de la mesura en linia d'OUR (e) en un cultiu en discontinu en
bioreactor de 2 litres en medi IPL-41 amb suplements i un 5% de sérum de Sf9 sense infectar.

En aquest cas s'observa que el desenvolupament del cultiu amb medi IPL-41
suplementat és perfectament seguit per la corba descrita pel perfil dOUR. La concentracié
d’'indcul és propera a 3:10° cél/mL, al que li correspon un valor dOUR de 0,1 mmols/L-h. El
maxim de concentracio cellular es situa a 3,2:10° cel/mL, que correspon a 0,7 mmols/L-h, i
s’obté entre les 144 i 168 hores de cultiu). Si s’observen els perfils de la concentracié cel-lular i
d'OUR, el perfl dOUR esta lleugerament desplagat temporalment respecte al de la
concentracié cel-lular recomptada per tinci6 amb blau de tripa. Aquest fet mostra com el
seguiment de la concentracio cel-lular és més precis emprant el monitoratge de 'OUR que no
el recompte, ja que al iniciar-se la fase de mort, la paret cel-lular es debilita i permet ser
penetrada per colorant sent recomptada la cél-lula com a no viable, perd en realitat encara és
activa fisiologicament. Per aquest motiu s’observa aquest retard de la caiguda del perfil d'OUR

respecte el perfil de concentracioé cel-lular.
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El Temps d’Actuacié (TOA) que es defineix pot ser, o bé el Moment d’Infeccié (TOI), o
el Moment d’Alimentacio (TOF). Segons les caracteristiques de les corbes de concentracio de
cél-lules viables en cultius cel-lulars, un cop s’inicia la fase de mort produida per alguna
limitacié o inhibicid, la viabilitat d’aquests decau rapidament i un cop iniciada aquesta fase
resulta dificil recuperar el cultiu encara que hi hagi addicié6 de nutrients frescs. Aquesta
caracteristica dels cultius de les cel-lules animals, il-lustra la gran importancia de la deteccié en
linia de l'inici de la fase de desacceleracié del creixement exponencial, ja que permetria actuar
0 bé per addicionar nutrients al medi i iniciar una estrategia de cultiu en busqueda de cultius
d’'alta densitat cel-lular, o bé procedir a la infeccié del cultiu, si es pot garantir la preséncia de

suficients substrats en el medi.

De les dades obtingudes del recompte cel-lular fora de linia, i de la mesura en linia
d’'OUR d’'un cultiu en discontinu en bioreactor, es planteja el balan¢ de concentracié cel-lular i
el seu respectiu homoleg a partir de les dades d’OUR, tal i com es mostra en les segients
equacions. En un discontinu, els termes entrada i sortida sén nuls, només resten els termes

acumulacio i generacio:

dXx
—=pn-X Equaci6 5-16
dt : q
dOUR
ov =k, ‘OUR Equacio 5-17

Com es pot observar en les equacions, el terme de velocitat especifica de creixement
de l'organisme (u), quan el balan¢ es planteja per la variable OUR en comptes de la
concentracié cel-lular, s’anomena kg (h'1), que correspon a la velocitat especifica de

creixement basada en 'augment del consum d’oxigen.

Si s’integren els balangos obtinguts emprant com a limits d’integracio I'inici i la fi de la
fase de creixement exponencial, fase en que no hi ha cap tipus de limitacié de creixement i la
velocitat de creixement és maxima i constant, les expressions dels balangos una vegada

integrades es poden representar-se com:

LnX=LnX, +pn,_ -t Equacio6 5-18

LnOUR =LnOUR, +k,, -t Equaci6 5-19

Aixi doncs, mentre el cultiu es trobi en fase exponencial la representacié del Ln OUR

en front del temps sera una funcié lineal, i la pérdua de linealitat vindra regida per linici
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d’alguna limitacié en el cultiu, i es podra observar linici de la fase de desacceleracié de la
velocitat de creixement. La deteccid del moment en qué els valors dOUR que s’estiguin
obtenint, o millor dit, els seus respectius valors del Ln OUR, difereixin del valor de la projeccié
de la recta teorica calculada en cada cas en la fase exponencial (mantenint com a criteri un
valor de desviacié € determinat), marcara el primer TOA, ja sigui TOl o TOH. La Figura 5-30
mostra el perfil del cultiu anterior del Ln OUR, per tal de corroborar la precisié que s’obté en

aquesta aproximacio.
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Figura 5-30: Representacié del Ln OUR en front del temps. Durant la fase de creixement exponencial la relacié
entre les dues variables és lineal (o), mentre que al final de I'etapa exponencial el valor del Ln OUR (o) divergeix de
la linealitat i la seva velocitat de variacié disminueix progressivament, tot i que el seu valor augmenti.

Observant la figura es confirma l'analisi que es dedueix de les equacions dels
balancos. En el cultiu s’observa una primera fase lineal del Ln OUR, que correspon a la fase
de creixement exponencial, fase en que tant la velocitat especifica de creixement (u) com la
velocitat especifica de creixement basada en 'augment de consum d’oxigen (Kq,), prenen els
seus valors maxims i es mantenen constants. En el moment en que s’inicia el canvi del valor
de la velocitat de creixement, s’observa com el valor del Ln OUR difereix del comportament
lineal que seguia quan el creixement és desenvolupa a velocitat constant. Per tant, la
diferencia entre el valor del Ln OUR i el valor de la projeccié temporal del comportament tedric
en la fase de creixement exponencial augmenta, podent emprar-se en un futur aquest criteri

per a detectar el TOA.

-127 -



Analisi d’alternatives d’un bioprocés de produccié d’una vacuna animal.

Per tal abans d’afirmar de manera completa que aquest Temps d’Actuacié (TOA)
detectat en linia és apte per a ser definit com a Moment d’Infeccié (TOI), cal estudiar
detingudament el cicle infectiu dels baculovirus, per a poder garantir la preséncia de substrats
suficients per a la replicacio virica i I'expressio de la proteina VP2, abans no s’inicii la fase de

mort del cultiu.

El cicle infectiu dels baculovirus.

El cultiu in vitro de cél-lules d’insecte amb infeccié mitjancant baculovirus és forga
complexa, degut a la interaccié que s’ha de produir entre els dos sistemes bioldgics, com ja
s’ha observat en I'anterior Capitol. La capacitat del baculovirus de replicar-se, obtenint un
elevat titol en la soca concreta, determinara en gran part el nivell de proteina recombinant
produida (Maruniak-1996).

El medi de cultiu no tan sols juga un paper important en el creixement de les cél-lules,
sind que també té un fort efecte en I'expressié de la proteina per part del baculovirus. Es per
aquest motiu que cada medi ha de ser optimitzat per a cada linia cel-lular, i per a cada tipus de
virus (Maruniak-1996). Altres factors que afecten el creixement cel-lular com el pH, el nivell

d’oxigen dissolt, etc. son factors que també determinen la quantitat de proteina expressada.

L’expressié dels gens del baculovirus esta dividida en tres etapes diferents, que es

mostren conjuntament amb 'evolucié de la concentracié de virus alliberats a la Figura 5-33.

Fase primerenca:
Aquesta primera fase té lloc aproximadament entre les 0-6 hores post-infeccio, i
precedeix la replicacié del DNA viral, s’expressen un seguit de gens primerencs, la funcié dels

quals és activar la transcripcio d’altres gens (Guarino i Summers-1986).

Fase de transicio:

Aquesta segona fase (aproximadament de les 6 a les 18 hores), es caracteritza per
I'extensa replicacié del DNA viric i la formacié de la progénie del virions individuals (BV).
També compren la produccié de proteines estructurals de les nucleocapsides, i les proteines
nuclears (Wilson i col.-1987). Aquests virions individuals sén els responsables de produir les
infeccions secundaries, és a dir que a partir de la seva generacio, els BV son capacos de
reinfectar les cél-lules dels teixits o dels cultius sanes (que no havien estat infectades des de

linici)(Miller-1997). Una altra proteina que es produeix de manera abundant en aquesta etapa,
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és una glicoproteina estructural que forma les envoltes dels BV, perd no dels ODV (virons
occlusionats en I'envolta de polihedrina), que té com a funcidé identificar el receptor de

superficie per a I'entrada dels virions BV a l'interior de la cél-lula (Volkman-1986).

Fase tardana:

La fase tardana esta compresa entre les 20 i les 70 hores post infeccid, i esta
caracteritzada per I'abundant transcripcié de polihedrina, que passa a formar part de I'envolta
d’oclusié (ODV) en cas dels baculovirus nadius, mentre que en els recombinants es produeix
la proteina d’interés al substituir-se per la polihedrina. La polihedrina esdevé la proteina que
predomina en la cél-lula, arribant a representar entre un 25-30 % del total de proteina
sintetitzada (Faulkner i Carstens-1986).
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Figura 5-31: Representacio de I'evolucio de la concentracié de virus en suspensid al brou de cultiu, on s’especifica
la fase de la replicacié en que es troba el baculovirus, des de I'entrada dels virions a la cél-lula, la replicacié del
DNA i finalment, una vegada finalitzat el cicle, I'alliberacié dels virus al brou de cultiu.

En les primeres fases del cicle d’infeccié, moment en que els virus penetren en les
cél-lules, la concentracié de virus en suspensié pateix una davallada, i no comengca a
augmentar fins a les 24 hores, el que correspon a la fase tardana on s’expressa la polihedrina
(en els baculovirus no recombinants) o la proteina heterdloga (en els baculovirus
recombinants), la formacié de les envoltes i I'alliberacié dels virus al brou de cultiu. Aixi doncs,
el sistema de detecci6 del TOI ha de garantir un periode de temps després de la infeccié en el

qual hi hagi nutrients al medi per tal de que la sintesis de la proteina no es vegi limitada, i
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aquest periode ha de ser com a minim de la durada que té la fase tardana del cicle viral, entre
20-70 hores. No obstant, la cinética de cadascuna de les fases del procés infectiu també es
pot veure afectada per la MOI (Multiplicitat d’Infeccid) que s’hagi utilitzat. Per tant, per tal de
definir més concretament el sistema, s’ha d’estudiar I'efecte de la MOI sobre la durada de les

fases infectives en cada cas concret.

Efecte de la Multiplicitat d’'Infecci6 (MOI) sobre el cicle infectiu del

baculovirus.

Com s’ha comentat anteriorment, un dels parametres a estudiar en I'etapa d’infeccié és
la denominada MOI, multiplicitat d’infeccio, és a dir, el nombre de virus que s'utilitza per
cél-lula receptora en el cultiu. La MOI és un parametre clau que pot influir directament en la

productivitat especifica de la proteina d’interés.

Es procedeix doncs a realitzar una série d’experiments en els que s’estudiara I'efecte
de tres valors de MOI diferents: 0.5, 1i 2, els resultats dels quals es mostren a la Figura 5-32.
El cultiu de Sf9 es desenvolupa en medi IPL-41 suplementat i amb un 5% de sérum, i es duu a
terme en flascons agitats de 250 ml amb un volum de 50 ml a 60 rpm, a linterior d’un
incubador a 28 °C i 95% d’humitat. L'indcul dels cultius és per tots els casos de 1.2-10°
cél-lules/mL. Aquesta concentracid cel-lular concreta s'utilitza per a garantir que el procés
d’infeccid i replicacio virica es dugui a terme sense limitacions de substrats ni d’aeracio en el

medi de cultiu.

El seguiment de la concentracié dels virus en suspensio de I'experiment es realitza
mitjangant la titulacié de virus per recompte d’unitats formadores de particules (veure el capitol
de Materials i Métodes). La quantitat de virus produits en un cultiu en principi és normalment

proporcional a la quantitat de proteina final.
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Figura 5-32: Perfils de les evolucions de les concentracions de cél-lules viables (A) i de virus en suspensio (¢) dels
cultius de Sf9 infectats amb el baculovirus recombinant AcVP2.IBDV a MOI de 0.5, 1 i 2 (de dalt a baix
respectivament). Experiments realitzats en flascons agitats amb medi IPL-41 suplementat i amb 5% de FBS.

Si es comparen els diferents perfils obtinguts per cadascun dels casos estudiats,

s’'observa que a partir de la infeccid, la concentraci6 de céllules viables es manté
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aproximadament constant en els estadis inicials, i el posterior descens del perfil de la

concentracié de cél-lules viables és més pronunciat a mesura que es desenvolupa el cicle
infectiu.

Els perfils de concentracio virica resulten forca diferents segons la MOI utilitzada. A
mesura que augmenta la MOI, I'aparicié de virus en el brou de cultiu és més rapida, arribant al
maxim de concentracié a les 48 hores en el cas de MOI de 2. En canvi aquests perfils es

mostren més suaus per els experiments de MOIs més baixes, on el maxim de concentracio
virica s’assoleix a les 72 hores.

La titulaci®6 maxima de virus obtinguda és de 50:10° ufp/mL (Unitats Formadores de
Particules), 105-10° ufp/mL i 100-10° ufp/mL per MOls 0.5, 1 i 2 respectivament. El perfil de
concentracio de virus en el cas de MOI de 2, assoleix el valor maxim de concentracio virica a
les 48 hores després de la infeccid, mentre que en altres casos el maxim s’assoleix a les 72
hores. A la Figura 5-33 es mostra en un diagrama de barres la concentracio de virus es

suspensio per cadascun dels casos de I'experiment anterior.
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Figura 5-33: Avaluacié de la concentracid de baculovirus en suspensio, en cultius de Sf9 infectats amb el
baculovirus recombinant AcVP2.IBDV en medi IPL-41 suplementat i emprant flascons agitats com a sistema de
cultiu. Les MOI estudiades sén de 0.5, 1i 2, i la titulacié s’ha realitzat per recompte de particules.

-132 -



Obtencié de la proteina recombinant VP2 en el sistema Baculovirus-Sf9.

Observant els temps en que la titulacié virica és maxima, i per tant en el sistema
productiu s’hauria de recollir el brou abans de l'alliberacié del virus, s’obtenen uns valors de 48
hores en el cas en que la MOI tingui un valor de 2 i de 72 hores en el cas de les MOlIs de 0,5 i
1. Si s’extrapola aquest interval de temps a la Figura 5-30 s’observa que la linealitat de la fase
exponencial es perd cap a les 80-90 hores del cultiu, i el maxim d’OUR (o densitat cel-lular) es
situa cap a les 140-150 hores. Durant aquest interval de 60-70 hores, tot i que el cultiu ha
disminuit la velocitat de creixement, les céllules continuen dividint-se i augmentant la
concentracio, fet que assegura que hi ha prou preséncia de substrats disponibles en el medi
que permeten sintetitzar els productes de la biosintesi per a la generacié cel-lular. Partint de la
base que I'expressié i sintesi d’'una proteina i la replicacié virica ha de menester menys
quantitat de recursos, es pot assumir des d’'un principi que durant aquest periode entre la
deteccid del TOIl i 'esgotament dels recursos hi haura prous nutrients en el medi per tal que la

sintesi del candidat vacunal no es vegi limitada.

No obstant, per a reduir els volums a tractar en la fase de purificacié del candidat
vacunal en un bioprocés productiu, resulta interessant poder aturar i recollir el brou de cultiu
abans que es produeixi la lisi cel-lular al final del procés infectiu, i purificar la VP2 intracel-lular.
Aquesta metodologia permet reduir el volum total de brou de purificacié, una vegada
recuperades les cél-lules, procedir a la seva lisi, i separar els restes cel-lulars del sobrenedant.
Per tant, aquest experiment ha de permetre avaluar el temps en que el baculovirus lisa la
cél-lula, i s’allibera al brou de cultiu, en funcié de la MOI. Aquest parametre, combinat amb la
informacié del cicle infectiu i replicatiu del baculovirus descrit anteriorment, hauran de permetre
avaluar i detallar la metodologia de deteccié del moment d’aturada i recol-leccié del brou de
cultiu (TPI o TOH) en linia.

Validacié del sistema de detecci6 del TOI en bioreactor i monitoratge de la

La deteccié del Moment d’Infeccié (TOI) ha de garantir que l'eficiéncia de la produccio
de la proteina d’interés sigui elevada, i per aquest motiu ha de considerar dos aspectes basics:
el primer consisteix en infectar la maxima concentracié de cél-lules possible, i el segon que
durant el periode que dura la infeccid s’ha d’assegurar que no hi haura una limitacié de

recursos al cultiu de manera que pugui disminuir la productivitat de la proteina.
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El sistema classic per a definir el TOl es basa en prefixar un valor de concentracio
cel-lular situat a la meitat de la concentracié maxima que pot assolir un sistema, i es detecta
mitjangant el recopmte de cél-lules viables (Kamen i col.-1996b), realitzant-se a partir del valor
fixat i mesurat fora de linia. No obstant, aquesta metodologia no esta optimitzada i és poc

adaptable a les caracteristiques particulars de cadascun dels processos.

Amb tots aquests aspectes desenvolupats fins al moment, es planteja realitzar nous
experiments per tal de validar experimentalment la metodologia en linia de la deteccié del TOI
proposada. Per aquest motiu es plantegen dos cultius en bioreactor emprant medi IPL-41
suplementat, que seran infectats utilitzant la metodologia de deteccié en linia del TOI a partir
del monitoratge de I'OUR. La diferéncia entre els dos cultius recau sobre la MOI a utilitzar: es
vol comprovar el sistema en un rang de MOI superior a 1 (MOI de 1,5), i una MOI inferior a 1,
(MOI de 0,05).

Per evitar que alguna pertorbacié en el moment de la mesura de 'OUR pogués donar
un valor erroni i es donés el cas d’'una falsa deteccid del TOI, s’incorpora una mesura de
seguretat que consisteix en establir un comptador (n), que suma la quantitat de mesures
consecutives en que hi ha hagut desviacié del valor del Ln OUR. S’estableix com a TOl, el
moment en que n=5, és a dir a la cinquena mesura consecutiva que s’hagi desviat del valor
projectat. Per altra banda, si només és un valor el que s’ha desviat del valor lineal esperat, i els
valors posteriors retornen al valor de la tendéncia anterior, el comptador es reinicialitza. Aquest
fet comporta que el marge entre la deteccidé del TOI i 'esgotament dels substrats disminueixi
unes 7,5 hores, ja que 'OUR en CADC avancgats es mesura cada 1,5 hores en el sistema que
s’ha desenvolupat en el present treball. Aquesta esdevé una finestra de temps que es
considera prou bona, sobretot quan es compara amb el sistema classic de detecci6 del TOIl a

partir de mesures fora de linia.

En primer lloc s’estudia el desenvolupament d’'un cultiu infectat emprant una MOI de
1,5 particules infectives/cél-lula, en un cultiu desenvolupat amb medi IPL-41 amb suplements,
un 5% FBS i la resta d’additius habituals. Els valors i els perfils obtinguts del cultiu es mostren

en la Figura 5-34.
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Figura 5-34: Perfils obtinguts del cultiu de Sf9 en discontinu infectat amb el baculovirus recombinant AcVP2.I1BDV
amb una MOI=1,5 i amb la deteccié automatica del TOIl. Part superior: Perfils de creixement cel-lular(A), de la
mesura en linia dOUR (o) i de la concentracié intracel-lular de VP2 (¢) respecte el temps. Part inferior:
Representacié del Ln OUR en front del temps. El calcul en linia de la desviacio entre la corba dOUR i de la recta
que es projecte a partir de linealitzacié de la fase exponencial (o) permet determinar en linia el moment optim per a
la infeccio (TOI)

La fase inicial del cultiu presenta un aspecte similar a la resta de cultius realitzats,
partint d’un indcul de 3:10° cél/mL, sense que es detecti la preséncia de una fase de laténcia
destacable. El cultiu creix correctament en al fase exponencial, tal i com es mostra en la
linealitzacié del valor del Ln OUR, fins que arriba a una concentracié cel-lular de 2:10°

cél-lules/mL que correspon a un temps de 55 hores, moment en que es comencga a perdre la
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linealitat del perfil de Ln OUR. Després de la deteccid de 5 punts consecutius de desviacio,

cap a les 62 hores (TOI), el cultiu és infectat amb una MOI de 1,5.

Emprant valors de MOI superiors a 1, es d’esperar que el cultiu sigui infectat totalment,
fet que es pot deduir observant el perfil de concentracié de cél-lules viables un cop el cultiu ha
estat infectat, que es manté a una concentracié aproximadament constant. El virus, al penetrar
a la cél'lula, utilitza tots els mecanismes de produccié de metabdlits i precursors de sintesi del
cél-lula receptora per a replicar-se, i no permet que es destinin recursos a la divisio cel-lular,

observant-se aixi una estabilitzacio tant del valor de cél-lules viables com el valor d OUR.

El perfil de la concentracié de VP2 intracel-lular produida, té valors propers a zero en
les fases inicials de la infeccio (fase primerenca i de transicioé del cicle infectiu) ja que encara
no es sintetitza la proteina d’interés. Cap a les 20 hores comenga a augmentar el seu valor fins

arribar a un maxim de 22 uyg/mL unes 40 hores després d’haver-se produit la infeccio.

A continuacié es realitza I'experiment en que es prova una MOI = 0.05 en un cultiu en
discontinu (Figura 5-35), per tant es tracta d’'una MOI inferior a 1 i consequentment en el
moment que es detecti el TOI i s’infecti el cultiu, només s’infectara un baix percentatge de

cél-lules (com a maxim un 5%).

El cultiu és inoculat a una densitat de 3,5-10° cél/mL, i en aquest cas s’observa una
petita fase de laténcia, que queda reflectida en la part inferior de la figura, on el valor de TOUR
no és lineal fins unes 12 hores després. Després d’aquesta primera fase el cultiu creix a
velocitat maxima constant fins a una concentracié de 3-10° cél/mL, moment en que es perd la
linealitat del seguiment del Ln OUR, cap a les 75 hores. Amb el sistema de deteccié en linia

s’obté un valor del TOI de 82 hores, moment en que es procedeix a la infeccio del cultiu.

Un cop infectat el cultiu, s’'observa com el perfil de concentracié de cél-lules viables
encara continua augmentant, fet que es pot entendre degut a que una infeccié amb una MOI
de 0,05 no infecta totalment el cultiu, Unicament el 5 %, per tant un 95% de les cél-lules

continua dividint-se.
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Figura 5-35: Perfils obtinguts del cultiu de Sf9 en discontinu infectat amb el baculovirus recombinant AcVP2.I1BDV
amb una MOI=0,05 i amb la detecci6é automatica del TOI. Part superior: Perfils de creixement cel-lular(A), de la
mesura en linia dOUR (o) i de la concentracio intracel-lular de VP2 (¢) respecte el temps. Part inferior:
Representacié del Ln OUR en front del temps. El calcul en linia de la desviacio entre la corba dOUR i de la recta

que es projecte a partir de linealitzacié de la fase exponencial (o) permet determinar en linia el moment optim per a
la infecci6 (TOI)

Per una altra banda, el perfil de proteina intracel-lular produida difereix del que s’havia
observat en el cas de MOI=1,5. L’aparicio de la proteina pateix un retras d’'unes poques hores,
i 'augment de la concentracié de VP2 és més sostingut amb el temps, assolint un maxim de
43 ug/mL a les 50-55 hores després de la infeccid. El retard de l'aparicié del maxim de

proteina intracel-lular podria ser degut a una reinfeccioé del cultiu a partir virus produits en la
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primera infeccid i que hagin estat alliberats en el medi. Aquest increment del valor de la VP2
intracel-lular no s’ha d’entendre en termes absoluts d’expressio, ja que pot ser deguda a la
diferencia de la cinética de lisi cel-lular dels dos cultius, mostrant aquest segon una major
homogeneitat en la sincronitzacié del procés infectiu, mentre que en el primer, part de la
proteina expressada podria haver estat alliberada al medi de cultiu. Per una altra banda, si es
calcula el valor de velocitat especifica de produccié de la proteina d’interés (0,28 pg/10°cel-h i
0,32 pg/106cel-h, per MOIs de 1,5 i 0,05 respectivament), no s’observa una variacié molt

significativa.

La informacié de l'estat fisiologic del cultiu que ens aporta la mesura d’'OUR, també
resulta interessant per a analitzar el comportament del perfil durant la fase infectiva. En alguns
estudis previs que han estat publicats, alguns autors descriuen que el valor de I'OUR
augmenta durant les primeres fases del cultiu (Reuveny i col.-1993; Scott i col.-1992). Aquest
fet el relacionen amb diferents causes: en primer lloc per I'increment de la demanda d’energia
per a dur a terme el procés de sintesi de proteines, la replicacié del DNA i de l'alliberaci6 del
material genétic del virus de les capsides que el protegeixen (Kamen i col.-1996a). El procés
de sintesi de proteines ha estat tipicament descrit com una de les vies de biosintesis amb més
demanda d’energia en la majoria d’organismes (Lehninger-1975). Aquest increment de la
demanda d’oxigen descrit coincideix en I'etapa on té lloc la major quantitat de sintesi de DNA i
la major replicacié virica (TK Wong i col.-1994). No obstant, en altres treballs no s’ha observat
cap increment del valor de 'OUR posteriorment a la infeccié del cultiu (King i col.-1992; Schopf
i col.-1990).

Tenint en compte els antecedents bibliografics es poden interpretar les evolucions dels
perfils dOUR en els experiments efectuats degut a la MOl que s’ha emprat en cada cas.
S’observa que en el cas de infeccié amb una MOI de 1,5 (Figura 5-34) el valor de 'OUR es
manté constant després de la infeccid, degut a I'eficiéncia infectiva que no deixa que el cultiu
continul dividint-se, produint-se una aturada de la divisié cel-lular, com es pot observar en el
perfil de concentracié cel-lular. Posteriorment, i després d’'unes 30 hores ambdds perfils
comencen a davallar suaument. En canvi, quan la infeccié es desenvolupa a una MOI baixa, el
periode que segueix la infeccié mostra un creixement tant del perfil de concentracié cel-lular
com d’OUR (Figura 5-35), degut a que només un 5% de les cél-lules han estat infectades en el

moment inicial i conseqlentment resulta imperceptible I'aturada de la divisié cel-lular.

Per tant, I's de la mesura en linia dOUR aporta informacié sobre I'estat del cultiu
durant el procés d’infeccid, mostrant-se aixi com una bona eina per a determinar el TOI i

realitzar el seguiment de la fase infectiva.
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Com ja s’ha explicat anteriorment, el sistema de deteccid del TOI necessita de la
definicié a priori del valor de desviacié de la mesura del Ln OUR experimental respecte la
projeccio en el temps del valor de la recta que defineix la linealitzacio de la fase de creixement
exponencial, que s’anomena ¢. Inicialment s’ha pres com a referent per la seva quantificacio
(¢=0,05) I'experiment mostrat a la Figura 5-30 (cultiu en discontinu no infectat). No obstant, és
necessari recomprovar que el criteri emprat per a definir la desviacié del comportament lineal
del balang linealitzat de la fase exponencial i el valor real del Ln OUR, que havia estat definit
com a €=0.05, és valid per a tots els cultius realitzats. Per aix0 es realitza I'analisi dels valors
experimentals en la fase de creixement exponencial, calculant la desviacié (o) entre el valor
del Ln OUR i la projeccié de la recta en el temps determinat, tal com es mostra en la seglent

equacio:

6 = Abs(Ln(OUR,, (t) — (2t + b) jiiress)  EQUACIO 5-20

Amb els resultats de I'estudi estadistic, es construeix la Taula 5-3 en la que es recull els
resultats obtinguts d’aquest estudi en els tres cultius en discontinu realitzats. Com es pot
comprovar no hi ha cap valor situat en la fase exponencial en cap dels tres experiments
realitzats que es desvii més d’'un 0,05 del valor de la projeccio de la recta provinent del balang,

per tant es pot considerar com a bo el valor definit anteriorment.

Discontinu no infectat Discontinu infectat Discontinu infectat
(Figura 5-29) MOI=1,5 (Figura 5-34)  MOI=0,05 (Figura 5-35)
Omax 0,043 0,043 0,047
Ormin 7,4-10° 0,0039 0,0022
Omita 0,015 0,026 0,018

Taula 5-3: Taula recull dels analisis estadistics de les desviacions de la linealitzacié del balang d’OUR en discontinu
i les mesures reals, per a validar el valor de desviacié emprat com a criteri, €.

Per completar el monitoratge d’'un procés infectiu, resta analitzar, definir i detectar el
moment en que s’ha de recollir i processar el producte, és a dir, el moment d’aturada del
procés (TPl o TOH).
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A més, un ultim aspecte que es vol corroborar de la metodologia proposada per a la
deteccié del TOI és la no existéncia de limitaci6 de substrats en el medi durant la fase
d’infeccié i d’expressié de la proteina d’interés. A la Figura 5-34 i Figura 5-35, es pot avaluar el
TPI, com el temps que ha transcorregut des del moment d’infeccié fins al maxim de la
concentracio de VP2 intracel-lular. Aquests valors sén respectivament de 40 i 50-55 hores, per
les MOls de 1,5 0,05 respectivament. En ambdds casos aquest valor esta dins del marge que
s’ha pogut avaluar de la Figura 5-29, entre el moment de deteccidé de la pérdua de linealitat del
valor del Ln OUR i el maxim de densitat cel-lular o d’'OUR, que correspon a un temps d’unes
60-70 hores. Els valors obtinguts de TPI se’ls hi pot afegir un marge de 7,5-10 hores, que
correspon al temps necessari per a detectar de manera segura (arribar a n=5, 5 valors
consecutius fora de la linealitat) el TOIl, i encara resten situats dins del marge en que s’ha
definit que no hi ha limitacié de substrats. Aquest fet estaria en concordanga amb els valors
similars de velocitat especifica de produccié de la proteina, reafirmant-se aixi la hipotesi de
que no hi ha una limitaci6 de substrats al medi. A continuacié, és pretén explorar una
metodologia que permeti detectar en linia el TPl o TOH, utilitzant si és possible el mateix

sistema de mesura en linia de TOUR.

55.2. Deteccido del moment d’aturada o recollida del cultiu.

El TOH o el TPI pot ser definit segons diferents condicions o estat del cultiu. Si el
producte d’interés és el virus, hom ha d’esperar a una completa lisi del cultiu, i purificar els
virus del brou, garantint la maxima productivitat, mentre que si el producte és una proteina
(com en el nostre cas, la VP2), resulta més efectiu purificar la proteina intracel-lular. El fet de
que la proteina no sigui alliberada al medi, redueix molt els volums de purificacio i elimina les
restes de proteines provinents del serum que dificultin la purificacié disminuint els rendiments.
Per tant, el sistema de monitoratge ha de ser capag de detectar el moment en que comenca la
lisi del cultiu, o equivalentment el moment en que la concentracié de la proteina intracel-lular

sigui maxima.

Una analisi acurada dels perfils de la mesura d’'OUR en els dos cultius duts a terme a
diferents MOI, sembla mostrar que coincideix a nivell temporal el maxim de proteina VP2
intracel-lular, amb el segon punt d’inflexié del perfil d’OUR, concretament en al zona posterior
al maxim del perfil, quan el seu valor disminueix. Es possible relacionar aquest punt d’inflexio
de la corba dOUR en el moment en que les cél-lules estan a punt de ser lisades de forma
majoritaria, alterant-se la tendéncia del perfil de disminucié del valor d’OUR. Per tant, si es

pogués posar a punt una metodologia de deteccié d’aquest punt d’inflexio, es podria aturar el
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procés en el moment en que hi ha maxima concentracié intercel-lular de VP2, just abans de

que es produeixi la lisi de forma massiva al cultiu.

Com que a nivell de tractament matematic de dades i funcions resulta més senzill
trobar el zero d’'una funcid, es proposa treballar amb les derivades segones per a localitzar i
detectar el TOH, que correspondria al punt d’inflexié de la funcié. La primera aproximacié es
presenta en la Figura 5-36, on es presenta els perfils dels valors de la derivada dOUR/dt i de la
derivada segona d?OUR/d%, que han estat calculats de manera analitica, és a dir per

cadascuna de les noves mesures que aporta el sistema de monitoratge.
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Figura 5-36: Evoluci6 del perfil de les derivades 1a i 2a del valor d’'OUR calculades de manera analitica a partir dels
valors del cultiu representat en la Figura 5-34. Cultiu en bioreactor infectat amb baculovirus recombinant
AcVP2.IBDV amb una MOl de 1,5.

Com es pot observar a la Figura 5-36, aquesta metodologia és massa sensible al soroll,
i propaga l'error intrinsec a la mesura. Una de les opcions per a corregir aquest soroll,
desviacié i propagacio de la mesura d’'OUR al efectuar les derivades és la implementacié d’un
filtre que descarti aquelles mesures desviades. No obstant, aixd fa disminuir molt el nombre de
mesures, i a més resulta complicat d'implementar a nivell de programari per a I'automatitzacio

del procés.
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Una alternativa per a poder treballar en base a les derivades evitant el soroll i la
sensibilitat a que estan sotmesos aquest tipus de calculs, consisteix en treballar en base a
funcions que aproximin els perfils que s’obtenen. Si s’observa el perfil del Ln OUR en els
diferents cultius desenvolupats, es pot deduir que el perfil correspon a una parabola amb el
maxim o minim poc pronunciat, perfil tipic d’'una polinomi de 42" ordre. El fet de treballar sobre
el Ln OUR en comptes de sobre els valors directes de 'OUR és degut a que al aplicar el
logaritme neperia es suavitzen el perfil de les branques de la parabola, atenuant el perfil
sigmoidal que presenta els valors de 'OUR. Inicialment s’avaluen els ajustos de polinomis de
diferents graus, i el que millor ajust presenta en els diferents casos és el de 4art grau. Una
vegada es parametritza la funcié polinomial, ja es pot treballar analiticament amb ella per a

descriure els perfils de les derivades primera i segona de 'OUR.

Aixi doncs I'equacié del polinomi ajustat resulta:

LnOUR =at* +bt® +ct? +dt+e Equacio 5-21

Expressant I'equacié en funcié de la variable OUR directament;

OUR = exp(at’ +bt’ +ct’ +dt +e) Equaci6 5-22

Equacié a la que ja se li pot aplicar la derivada primera i posteriorment derivant la

primera per a obtenir la derivada segona resultant les seglients expressions:

d?;th =exp(at® +bt’ +ct’ +dt +e)-(4at’ +3bt’ + 2¢t +d) Equacié 5-23
dZOUR 4 3 2 3 2 2 4 3 2 2
7t exp(at® +bt’ + ct® + dt + e)-(4at® + 3bt” + 2ct + d)* + exp(at® + bt’ + ct® + dt + e)-(12at” + 6bt + 2¢)
Equacié 5-24
Reorganitzant I'expressio anterior i igualant-la a zero, s’obté:
dZOUR 3 2 2 2 3 2
1t =0=(4at” +3bt" +2ct+d)” +(12at” +6bt+2c)=4at” +(12a+3b)t" + (2¢+6b)t+2¢c+d=0

Equacié 5-25
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A la Figura 5-37 es mostra el perfil del Ln OUR calculat a partir de les dades que han
estat obtingudes dels dos cultius en bioreactor presentats en la Figura 5-34 i la Figura 5-35

(part superior i part inferior respectivament), i els seus respectius ajustos a polinomis de 4art

grau.
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Figura 5-37: Perfils de Ln OUR () i el corresponent ajust a un polinomi de 4°" grau (—), perfil de la primera derivada
del perfil OUR (¢), i de la segona (+), i de la concentracio intracel-lular de VP2 (¢). Cultius en discontinu de
cél-lules Sf9 infectats amb baculovirus recombinant AcVP2.IBDV emprant una MOI de 1,5 (part superior) i una MOI
de 0,05 (part inferior).
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A partir de 'equacié que s’obté d’ajustar els polinomis a les dades obtingudes, mostrats
de forma genérica a l'equacié 1-7, es generen les funcions derivada primera i derivada
segona. El fet de treballar sobre les equacions analitiques, on el soroll ja ha estat esmorteit per
lajust del polinomi de 4art grau del Ln OUR, fa que desapareixi la problematica de la

hipersensibilitat que s’ha vist de les derivades numériques.

Retornant a la hipotesi de que el TOH es pot relacionar amb el punt d’inflexié que
mostra el perfil OUR, aquesta pot ser corroborada observant el perfil de la derivada primera
(que descriu un minim en la seva funcid), o bé observant que el valor de la derivada segona
esdevé zero, coincideix plenament en els dos casos amb el maxim de la concentracié de la

proteina intracel-lular.

El TOH, o el punt d’inflexié del perfil dOUR, correspon al valor més petit (pel fet de ser
negatiu) del pendent del perfil, que vist des del punt de vista bioquimic pot ser explicat per ser
el moment en que comenga un procés sever de lisi cel-lular i la consequent alliberacié del virus
al brou de cultiu. Després d’aquest punt, i degut a que es continua duent a terme el procés de
lisi, s'observa un descens del valor de la proteina intracel-lular, que passa a estar en solucio.
Per aquest motiu és important poder detectar el TOH amb una certa anticipacié, ja que un
retard en la seva deteccid pot comportar pérdues importants de producte. La robustesa del
meétode emprat i el gran nombre de dades sobre les que es treballa, comporta que coneguts
els valors que conformen del maxim del perfil de 'OUR, la variacié del polinomi que s’ajusta
sobre el seu perfil a mesura que es registren més dades és minima, permetent predir amb una
anticipacié de 24 hores i amb exactitud el TOH. Aquesta caracteristica és el que fa que
aquesta metodologia pugui ser implementada en sistemes automatitzats amb garanties, ja que

la deteccid no es déna en temps real sind de manera anticipada.

5.5.3. Proposta d’automatitzacio del bioproceés.

La deteccid dels diferents temps d’actuacié que han estat descrits i analitzats en les
seccions anteriors del capitol es pot integrar en una proposta d’automatitzacié del procés que

es mostra en la Figura 5-38 (Lecina i col.-2006).
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Figura 5-38: Proposta d’esquema de procés i control per a un sistema de cultiu de cél-lules d’insecte-baculovirus.
L’esquema mostra les diferents opcions d’accions proposades emprant el monitoratge de 'OUR. La branca situada
a I'esquerra mostra la deteccié del TOA associat a la disminucié de la velocitat de creixement del cultiu, la branca
central mostra la proposta de control d’addicié per a estrategies d’alta densitat (TOF) i la branca situada a la dreta
representa la proposta per a la infecci6 (TOI) i la recollida del producte (TOH).

El procés esta basat en el monitoratge de 'OUR i considera les mesures que es van
acumulant al llarg del desenvolupament del cultiu. Un cop iniciat el cultiu i obtinguts els 10
primers valors d’OUR, ja es pot procedir a I'ajust de la recta provinent de la linealitzacio del
balan¢ de la concentracié cel-lular per ajust de minims quadrats. A partir d’aquest moment
(prévia validacié de l'usuari), cada nova mesura es compara amb el valor en el temps i del
valor projectat que s’obtindria de la recta. Si aquest no difereix més d’'un €=0,05, és acceptat i
es recalcula de nou la recta. Si el valor en canvi no esta dins del rang, s’inicialitza el comptador
de desviacié. La mesura presa a continuacié pot tornar a situar-se dins del rang, fet que
indicaria que ha estat una oscil-lacié puntual de la mesura i el comptador s’inicialitzaria de nou.
En canvi, si la mesura continua desviant-se, al acumular-se 5 valors consecutius, es considera

que s’ha detectat el primer TOA, que pot ser emprat per a inicialitzar una estratégia d’alta
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densitat cel-lular (que pot utilitzar el valor de 'OUR i el rendiment oxigen-substrat per a calcular
I'addicio de nutrients), o bé es procedeix a la infeccié (TOIl), calculant la quantitat d’indcul viric
necessari per a realitzar la infeccié (coneixent la concentracié virica de I'indcul, el volum del

reactor, i la qo2).

Una vegada realitzada la infeccid, es continua prenent les mesures d’'OUR per a la
deteccié del TOH o TPI, aproximant un polinomi de 4®" grau a les mesures de Ln OUR, i
calculant el moment en que la seva derivada segona esdeve nul-la. Aleshores es dona per

finalitzat el cultiu i es recull el brou de cultiu, que pot ser processat i purificat.

5.6. Infeccié de cultius amb estrategies d’alta densitat
cel-lular.

En l'apartat 5.4 s’han estudiat les diferents possibles estratégies de cultiu per a poder
assolir altes densitats cellulars, i s’ha descartat la possibilitat de treballar en discontinu
fortificat i en discontinu alimentat, ja que no aportaven cap millora respecte el discontinu. La
Unica estratégia que ha donat bon resultat ha estat la perfusid, i manca explorar les
possibilitats d’infectar amb el baculovirus recombinant el cultiu per a poder avaluar la viabilitat

d’aquest tipus de procés.

Per a poder procedir a la infeccié d’un cultiu en perfusid6 s’ha de considerar les
caracteristiques de funcionament d’aquest, i les seves limitacions. El sistema de cultiu en
perfusié emprat utilitza un modul d’ultrafiltracié tangencial que permet retenir la concentracié
cel-lular en el reactor i extreure el medi esgotat. Aquest sistema, degut a l'elevada
concentracié cel-lular, presenta un consum de substrats considerable, la concentracié dels
quals davallaria rapidament al aturar I'alimentacio, podent provocar una alteracio irreversible
del cultiu. Per altra banda, la mida del porus del cartutx de fibres buides (modul d’ultrafiltracio
tangencial) és de 0,22 pym, suficient per a poder retenir les cél-lules animals en el seu interior,
perd insuficient per a retenir les particules virals per la petita mida que caracteritza els virus.
Per tant, una infeccio del cultiu en perfusié comportaria la pérdua del virus a través del modul
d'ultrafiltracio, reduint I'eficiéncia productiva. A partir d’'aquesta caracteristica es considera la
possibilitat d’emprar un sistema de dues etapes per a treballar en infeccions en cultius d’alta

densitat.
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El primer cas d’estudi consisteix en un sistema de reactors on el primer desenvolupa la
funcid de produccié de ceél-lules operant en perfusid, i en el moment que s’assoleix una
concentracio cel-lular de 107 cél/mL, s’efectua una descarrega de la meitat del volum del brou
en el segon reactor, en el que se li addiciona medi fresc i I'indcul viric, de manera que es pot
realitzar una infeccié en discontinu perd d’alta densitat, tal com es mostra en I'esquema de la
Figura 5-39. Les condicions de cultiu (medi, condicions d’operacio,...) sén les mateixes que en

els cultius anteriors realitzats en bioreactor, exceptuant I'estratégia de cultiu.

Sortida amb

] Biomassa
Medi

Aliment fresc

Medi
_____________ Aliment fresc

Medi
Exhaurit

Figura 5-39: Esquema d’un sistema de reactors en série en que la primera etapa opera en una estratégia en
perfusio fins a altes densitats cel-lulars. Després d’aquesta primera etapa s’alimenta el segon reactor on s’addiciona
medi fresc i es produeix la infeccié amb baculovirus recombinant AcVP2.IBDV amb una MOI de 1. El segons reactor
treballa en discontinu, per tant les descarregues sén cicliques.

El cultiu es desenvolupa amb medi IPL-41 suplementat i amb un 5% de sérum. Les
condicions de cultiu son: temperatura 28 °C, pH de 6,2, i inicialment s’agita a 60 rpm i
s’augmenta la velocitat d’agitacié a 80 rpm al assolir una densitat cel-lular de 7-10° cél/mL,
moment en que el corrent d’aire s’enriqueix amb oxigen pur a través de 'estacié de mescla de

gasos. Els perfils de les dues etapes es mostren en la Figura 5-40 i Figura 5-41.
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Figura 5-40: Cultiu de Sf9 en perfusid6 amb medi IPL-41 suplementat amb hidrolitzat de lactalbumina, extracte de
llevat i un 5% de FBS, pertanyent a la primera etapa del sistema de dos reactors. Perfils de creixement cel-lular( A),
de la mesura en linia d’'OUR (e), % de viabilitat cel-lular (o) i cabal d’aliment (o).

Aquesta primera etapa del sistema de reactors en série correspon a la perfusio
mostrada anteriorment. A les 96 hores de cultiu i amb una concentracié cellular de 2,5-10°
cél/mL, s’inicia I'alimentacié d’aliment fresc i la retirada a través del cartutx de filtracio
tangencial del brou esgotat. El cabal d’aliment inicialment és de 1,1 ml/min, i s’Taugmenta fins a
2,5 ml/min quan s’assoleix una concentracié de 10’ cél/mL. Els perfils de la primera etapa
mostren que després d’'unes 180 hores de cultiu la concentracié cel-lular supera els 10 milions
de cél-lules per millilitre, moment en que es transvasa la meitat del volum del bioreactor a la
segona etapa, on s’afegeix 800 ml de medi IPL-41 suplementat fresc i 170 ml d’inocul viric que
representa una MOI aproximada de 1 virus/cél-lula. S’escull una MOI propera a 1 per a forgar
que la infeccio sigui total i que el cicle infectiu sigui més rapid. Amb I'addicié del medi fresc
s’ha de garantir I'aportacio suficient de nutrients i substrats que no limiti el cicle infectiu i per

tant I'expressié de la VP2.

Una vegada es transvasa el brou de cultiu amb les cél-lules al segon bioreactor i s’hi
addiciona el medi fresc, aquest opera com un discontinu i les condicions del cultiu es
mantenen igual que en els cassos de cultius anteriors. Els perfils que s’obtenen de la segona

etapa es mostren a la Figura 5-41.
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Figura 5-41: Perfil de cél-lules viables (A ), OUR (o), % de viabilitat cel-lular (o) i concentracié de VP2 (¢) de I'etapa
discontinua infectada amb baculovirus recombinant AcVP2.IBDV amb una MOI de 1, en un sistema de dues etapes.

En aquest sistema no té sentit la deteccié del TOI, ja que l'etapa de perfusid es
sostenible consignant correctament el valor del cabal d’alimentacio, i en la segona etapa la

infeccid es realitza des d’'un inici del cultiu.

Els perfils obtinguts mostren com des del moment en que hi ha la infeccio, aquesta es
produeix de manera efectiva, ja que la concentracidé cel-lular no augmenta en els primers
estadis (que es el que s’esperaria si no hi hagués hagut una bona infeccid). El perfil de
concentracié cel-lular comenca a disminuir de manera més rapida a partir de les 48 hores post
infeccid. El perfil de VP2 intracel-lular assoleix el seu maxim a les 60 hores postinfeccio, i el
seu valor és de 110 ug/mL de reactor, que en comparacié amb els resultats obtinguts en
discontinu, és superior al doble. Aquest fet és degut a que gairebé també es doble la

concentracio cel-lular disponible per a ser infectada.

Aquesta estrategia permet recuperar de nou el cultiu de la primera etapa, la perfusio,
de manera que assoleix de nou la concentracié cel-lular, podent-se procedir a I'alimentacio

amb noves cél-lules per a realitzar un nou cicle d’infeccio en discontinu.

El segon cas a estudiar consisteix també en un sistema de dos reactors on el primer es
destina a la produccié de cél-lules operant en perfusio (igual que en el cas anterior), pero
I'alimentacié des de la primera etapa fins a la segona és continua, tal i com es mostra en la
Figura 5-42 i Figura 5-43.
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Figura 5-42: Esquema d’un sistema de reactors en série en que la primera etapa opera en una estratégia en
perfusié fins a altes densitats cel-lulars. Després d’aquesta primera etapa s’alimenta el segon reactor on s’addiciona
medi fresc i es produeix la infeccié amb baculovirus recombinant AcVP2.IBDV amb una MOI de 1. El segons reactor
treballa en continu.

El corrent que alimenta la segona etapa on es duu a terme la infecci6 prové del sistema
en perfusio, on s’han exhaurit gairebé tots els nutrients del medi, de manera que s’addiciona al
segon bioreactor un corrent d’alimentacié en continu de medi fresc. Un cop realitzada la
infeccid, de la segona etapa en surt un corrent continu de producte, que haura de ser

processat i la proteina purificada.

Figura 5-43: Fotografia de el cultiu en dues etapes en continu. El bioreactor de la dreta treballa en perfusio i altes
destinats cel-lulars, amb la missié d’abastir de cél-lules el bioreactor situat a I'esquerra, que treballa en continu i on
es procedeixi a realitzar la infeccié amb el baculovirus.
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La Figura 5-44 (part superior) mostra els perfils de la primera etapa del procés, on hi ha
la produccié de cél-lules. Es pot observar les diferents etapes del procés, iniciant-se per una
etapa en discontinu (comuna a totes les estratégies de cultiu) que dura unes 72 hores,
moment en que s'inicia el cultiu en perfusid. En els primers estadis de la perfusio s’observa un
creixement exponencial, indicant una bona arrancada del procés. L’'alimentacié a la segona
etapa es produeix en el moment en que s’assoleix una densitat cel-lular de 9-10° c&l/mL, cap a
les 120 hores de cultiu. Inicialment el cabal de transferéncia de la primera etapa a la segona
és d’aproximadament 2 ml/min, transformant el cultiu en perfusié a un cultiu que opera en
continu, fet que es reflexa en la baixada de concentracioé cel-lular en el primer bioreactor tot i la
inércia de creixement que hi ha. Aquest cabal es manté fins que el volum en el segon
bioreactor assoleix els 1000 ml, moment en que es repreén el cultiu en perfusié perd amb una
purga de cél-lules amb un cabal constant de 0,27 ml/min que alimenta al segon bioreactor. La
resta de volum que s’acumularia és extret de nou pel modul d’ultrafiltracié. El cabal d’aliment
fresc a la segona etapa és de 0,23 ml/min, suposant un cabal d’entrada al sistema total de 0,5
ml/min, que juntament amb un volum de reactor de 1200 ml proporciona un temps de
residéncia de 40 hores. Si es treballa amb una MOI de 1 coincideix amb el temps d’aparicié del
maxim de concentracié de proteina intracel-lular. Una vegada s’ha estat operant un centenar
d’hores, per tant s’ha produit més de dos cicles infectius, és a dir més de dos temps de

residéncia, es canvien les condicions d’operacio.

Una vegada consignats els parametres d’operacio és deixa que s’estabilitzi el procés.
El perfil de concentracido de cél-lules viables a la segona etapa experimenta un augment
considerable fins a 6:10° cél/mL, també degut a que en el bioreactor, en els estadis inicials, no
hi havia sortida de ceél-lules. Un cop es posa en marxa I'extraccié de cél-lules s’observa un
descens de la concentracié fins que comencga a estabilitzar-se. A les 110 hores (segona etapa)
es procedeix a la infeccid, aturant-se la sortida per unes hores per a afavorir I'entrada del virus
a la céllula receptora, i minimitzar les pérdues de virus pel corrent de sortida. Un cop
realitzada la infeccid s’observa com el perfil de concentracié de cél-lules viables disminueix

lleugerament, perd gracies a I'entrada continua de noves cél-lules es manté estable.

Sota aquestes condicions d’operacié i després de 48 hores d’infeccié s’assoleix una
concentracié de proteina intracel-lular d’aproximadament de 35 pg/mL de reactor. Tot i que el
cultiu no es trobi sincronitzat, és a dir, el procés d’infeccid es troba en moments diferents
mostrant-se una distribucié heterogénia en tot el bioreactor (hi ha cél-lules provinents de la
primera fase sense infectar, virus alliberats que tornen a infectar noves cél-lules...), sembla

que la concentracié global s’estabilitza en aquest valor. Els parametres d’operacié es
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mantenen per unes 100 hores de cultiu, aproximadament dues vegades i mitja el temps de

residéncia del bioreactor.
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Figura 5-44: Cultiu de Sf9 en dues etapes amb medi IPL-41 suplementat amb hidrolitzat de lactalbumina, extracte

de llevat i un 5% de FBS. Perfils de cél-lules viables (A), % de viabilitat cel-lular (o), concentracié de VP2 (),
cabal d’aliment de cel-lules i --- cabal d’aliment fresc. Part superior: primera etapa cultiu en perfusié que alimenta la
segona etapa. Part inferior: Segona etapa on es realitza la infecci6 amb el baculovirus recombinant AcVP2.IBDV
amb una MOI de 1.

Per estudiar I'efecte del temps de residéncia sobre la produccié de VP2 s’explora unes
noves condicions en que s’augmenti el temps de residéncia. Aquesta decisié es pren un cop

mesurada la concentracié de glucosa obtenint-se un valor de 5mM a la sortida del segon
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bioreactor. L’augment del ¢ ha de suposar un millor aprofitament dels nutrients, i un marge
major per a que es dugui a terme la infeccié i I'expressié de la proteina d’interés. Aquest canvi
de condicions es realitza fixant els seguients valors: Qcgjues = 0,32 ml/min, Qgjiment = 0,23 ml/min

i un V=1980 ml, que proporcionen un =60 hores.

Al augmentar el cabal de sortida de la primera etapa, la concentracié de cel-lules en
aquesta experimenta un lleuger descens que és recuperat posteriorment. El cabal
d’alimentacié de la perfusié es disminueix degut a I'exhauriment de medi disponible, com es
veu reflectit en el tram final del cultiu. Aquest fet no afecta de manera important al sistema que
s’esta explorant, ja que la concentracié de cél-lules viables no disminueix mai per sota de 10’

cel/mL, per tant queda garantida I'aportacié de cél-lules a la segona etapa.

Tot i els canvis de les consignes d’operacio, en la segona etapa la concentracio
cellular es manté dins d’uns marges entre 3,5 i 5:10° c&l/mL al llarg de tota I'operacié. En
canvi la concentracié de VP2 després de dibuixar un pic de prop de 60 ug/mL, s’estabilitza al

voltant de 45 ug/mL, aproximadament un 20% més que en les condicions anteriors.

Per altra banda, es mesura la concentracié de glucosa en les darrers punts del cultiu
obtenint valors propers a zero, fet que indica que no es pot augmentar més el temps de

residéncia sense augmentar el cabal d’aliment fresc, operacié que de fet és contraposada.

Tot i que no s’ha pogut operar amb uns marges de temps més elevats degut a les
caracteristiques del sistema, se’n extreu la conclusié que el fet d'augmentar el temps de
residéncia del sistema d’infecci6 en continu ha fet augmentar també la productivitat. No
obstant, més endavant es realitzara un estudi més detallat del beneficis que pot aportar aquest
tipus de sistemes, ja que si a priori es pot afirmar que s’ha obtingut una major quantitat de
producte, també s’ha incrementat el volum de medi de cultiu necessari. Tanmateix, el

requeriment de personal i de material, equips i matéria primera també s’incrementa.
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5.7. Resum dels resultats de producci6 obtinguts.

Una vegada finalitzada la definici6 de les estratégies de cultiu i del sistema de
monitoratge per a realitzar la proposta d’automatitzacié del procés, es recapitula i es
resumeixen els resultats obtinguts amb cadascuna de les estrategies estudiades, des del punt
de vista productiu. A la Taula 5-4 es recullen els resultats més rellevants que permetran
realitzar una analisi comparatiu inicial que permeti escollir el procés a estudiar amb detall en el
darrer capitol del present treball. Degut a que les analisis economiques de processos
biotecnologics que utilitzen linies cél-lules d’animals assignen el 50% del cost productiu al
medi de cultiu, es normalitza el valor de concentracié de VP2 respecte el medi de cultiu total
emprat en cadascuna de les estratégies. Aquest valor és el criteri per a realitzar la tria del

bioprocés basat en el sistema baculovirus-Sf9 per a la produccié del candidat vacunal.

Volum medi  Volum total medi [VP2], ug/mL

Estrategia [VP2] ug/mL infectat (L) emprat (L) emprat
2 MOl =1.5 22 2 2 22
=
(@]
[&]
A MOI = 0,05 43 2 2 43
5 1 operacio 108,6 2 9,58 22,67
=
§ § 2 operacio 108,6 4 15,39 28,23
n
Q2
© 3 operacié 108,6 6 21,2 30,73
< 94 h 38 4,7 23,02 7,75
)
g 2 AU 300 h 38 15 52,48 10,86
Iol=
o8 < 120 h 45 4 25,64 7,02
o
©
N 300 h 45 10 49,72 9,05

Taula 5-4: Taula resum dels resultats de produccié de la vacuna recombinant VP2 emprant el sistema d’expressio la
interaccio baculovirus-cél-lula d’insecte. Per cadascuna de les estratégies es mostra el resultat de concentracié de
VP2 assolida, aixi com la correccié segons la quantitat de medi necessari per a cadascun dels bioprocessos
emprats (darrera columna, [VP2];).
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Com es pot observar a la taula, tot i que a priori hom pot pensar que el sistema de dues
etapes, primera etapa en perfusié i segona en discontinu, ofereix la concentracié de producte
més elevada (108,6 pg/mL), i per tant és la més rendible, un analisi més detallat normalitzant
el valor de la concentracié en funcié de la quantitat de medi necessari per a la produccio, fa
arribar a conclusions diferents. El valor de la relacié de producte en funcié del medi necessari
que s’obté finalment és de 22,67 pg/mL. Aquest valor augmenta progressivament fins a 30,73
pg/mL si es dissenya un procés en el qual es van enllagant diferents etapes d’infeccié a partir
d’'un mateix bioreactor que exerceix la funcié de produccié de cél-lules. No obstant, aquest
sistemes necessiten de tres bioreactors minim (un en funcions de produccié de cél-lules, i dos
per a realitzar les infeccions), disseny que comportara un augment de cost de la planta i de

cost de produccio.

Per altra banda la taula mostra com els processos amb una relacié de producte
obtingut respecte el medi utilitzat menor, sén els que es desenvolupen en dues etapes,
perfusio i infeccid en continu. En aquests casos també s’observa que a menor temps de
residéncia, tot i que la concentracié de producte en el brou de sortida sigui menor, a nivell de
la relacié entre la proteina obtinguda i el volum de medi necessari augmenta. En ambdéds
casos, a mesura que s’augmenta el temps de funcionament del bioprocés, aquesta relacio
augmenta, de forma similar al que passava en els cultius amb dues etapes i infeccié
discontinua. Aquest fet és raonable, degut a que la porci6 de medi necessari per a
desenvolupar els primers estadis de la perfusid es reparteix en les diferents operacions
d’'infeccié de la segona etapa. Aixd significa que la millora que s’obté a mesura que
s’augmenta les etapes d’infeccio, s’ha d’estabilitzar, tal i com es pot observar en els valors de
proteina total entre el volum de medi total dels processos de dues etapes amb la infeccié en
discontinu. Aixi doncs, de la taula se’'n pot extreure la conclusié que el bioprocés que ofereix
una major concentracidé de producte (VP2) referida al volum de medi total utilitzat, i comptant
que el medi és la meitat del cost de produccid, hauria de ser el bioprocés amb més rendibilitat.
En el cas estudiat aquest correspon al cultiu en discontinu infectat amb una MOI de 0,05, que
assoleix una concentracié de 43 pg/mL. El bioprocés que ofereix la segona millor opcid
correspon al sistema de dues etapes amb la infeccié en discontinu, perd a part de la menor
concentracid de producte per volum de medi necessari, també implica un increment del
nombre d’equips necessaris, rad per la qual es descarta d’un inici I'estudi de la seva avaluacié

economica.
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6. ESTUDI DE SISTEMES D’EXPRESSIO DE
VP2 EN LLEVATS I BACTERIS.
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6.1. Introduccid.

Una vegada desenvolupat el procés per un sistema productiu que empra com a vector
d’expressio el baculovirus utilitzant la linia cel-lular d’'insecte Sf9 com a cél-lula receptora, es
vol explorar la possibilitat d’emprar altres sistemes d’expressid, que per la seva naturalesa
disten més de l'origen de la proteina descrita com a candidat vacunal, perd que poden fer més

viable el procés des d’'un punt de vista econdomic.

En aquest capitol es proposa realitzar la construccio de soques d'un sistema
d’expressio bacteria (Escherichia coli) i d’'un sistema d’expressid de llevats (Pichia pastoris).
L’avantatge que mostren aquests sistemes en front de sistemes d’expressié de cél-lules
animals, i de sistemes virus-cél-lula receptora, és que s6n més senzills a ’hora de manipular i
de desenvolupar el bioprocés. Sén sistemes descrits com a altament productius, i presenten
un cost associat al procés a priori menor que el cultiu de cél-lules animals, tot i que aquesta
darrera afirmacié queda supeditada a la tipologia del producte i al procés de purificacioé que el
producte requereixi. En tot cas, aquest darrer aspecte es podra estudiar ampliament en el
darrer capitol d’aquest treball una vegada s’hagi pogut valorar i comparar la capacitat

productiva d’aquests sistemes.

El principal desavantatge es centra en la limitacié d’aquest tipus de sistemes per a
expressar proteines d’origen animal, ja que presenten certes limitacions tant en realitzar
modificacions postransduccionals (patrons de glicosilacid), com en el plegament de les
proteines, aspecte critic en el cas de proteines amb activitat bioldgica 0 amb una necessitat
d’'una estructura tridimensional concreta de la que depengui la seva capacitat funcional, i que
com a exemple de funcionalitat, permeti induir la resposta immunologica, com és el cas de la

proteina VP2 triada com a model d’aquest treball.
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6.2. Sistema d’expressio en llevats: Pichia pastoris.

El primer sistema que s’afronta és el de llevats, degut a que pertanyen al grup
d’'organismes eucariotes, com les cél-lules d’insecte o de mamifers, amb una estructuracié
interna més complexa que els bacteris, amb d’organuls interns com sén el nucli, els
mitocondris, I'aparell de Golgi, el reticle, etc., que els hi permeten expressar proteines més
complexes que els organismes procariotes. La capacitat d’expressar proteines complexes es
situa a mig cami entre els bacteris i les cél-lules animals, ja que poden conferir algunes
modificacions postransduccionals com la glicosilacio, i un cert plegament de la proteina,

caracteristica sovint essencial per a mantenir la funcionalitat d’aquesta.

A nivell del seu Us com a sistema d’expressié destinat a la sanitat humana i animal, la
primera soca construida data de 1986, i va ser emprada per a expressar una vacuna contra
d’'Hepatitis B en la soca de llevat Sacharomices cerevisiae (Burt i col. 1986). Anteriorment, cap
als anys setanta, s’havia descrit un restringit grup de llevats que eren capagos de metabolitzar
'alcohol com a font de carboni, els anomenats metilotrofics d’entre els que destaca Pichia
pastoris. Posteriorment aquest grup fou ampliament caracteritzat (Higgins i Cregg-1998). La
ruta metabodlica per a I'assimilacié del metanol s’inicia gracies a I'enzim alcohol oxidasa (OAX),
que és capacg de degradar el metanol fins a acetaldehid, poden arribar a nivells d’expressio
molt elevats, conformant fins a un 30% de la proteina cel-lular total (Cregg i col.-1987).
Aquesta caracteristica s'utilitza per a dissenyar els vectors d’expressié de proteines
heterdlogues per a sistemes de llevats metilotrofics, usant com a promotor de I'expressio el
pOAX1, conferint de manera homologa a la capacitat de sintetitzar alcohol oxidasa, I'expressio
de les proteines d’interés. Tot i que Pichia pastoris disposa d’una duplicitat del gen que
codifica per 'OAX en el seu genoma, expressant una proteina molt similar, el 90% de I'alcohol
oxidasa és sintetitzada per el gen AOX1. Es per aquest motiu que s’empra com a promotor

d’expressio el pOAX1.

L'avang amb el disseny de plasmidis per a la construccid d'aquest tipus de
biocatalitzador eucariota, ha permés que es converteixi en un sistema atractiu, i s’ha
aconseguit expressar un nombrés grup de proteines recombinants, de les que es mostren
alguns exemples a la Taula 6-1 (exemples de proteines d’origen huma o d’Us per humans,

expressades en Pichia pastoris). Per tant, aquest és un sistema d'expressio interessant a

- 164 -



Estudi de sistemes d’expressio de VP2 en llevats i bacteris.

considerar en aquest treball, com una alternativa als sistemes estudiats en els capitols

anteriors.
Proteina Funcié Us
Fragment C de la toxina del
. Vacuna Profilaxi contra el tétanus
tétanus.
. ) ) ) Tractament trombosi,
Tick Anticoagulant Protein Agent anticoagulant
transplantament de cor
HIV-1 gp120 Bloguejador de receptors Tractament SIDA
Insulina Metabolitzar els sucres Tractament diabetis.
Factor necrosis tumoral Prevencié inflamacions Tractament artritis reumatiode
Resisténcia cel-lular en front dels
Interfero-a Antivirals i antitumorals

virus

Taula 6-1: Llistat d’algunes proteines recombinants, les seves principals caracteristiques i la corresponent aplicacio,
que s’han expressat en diverses soques de Pichia pastoris. (Clare i col.-1991; Scorer i col.-1993; Y Wang i
col.-2001).

6.2.1. Propostes de construccio de diferents soques de Pichia

toris.

Degut a I'ampli ventall disponible de plasmidis que poden ser emprats per a la
transformacié de soques de Pichia pastoris, se’'n escolleixen tres que ofereixen diferents
caracteristiques que poden influir posteriorment, i de manera diferenciada, al procés d’obtencio
de la proteina VP2. La Figura 6-1 mostra els esquemes dels diferents plasmidis comercials
escollits (Invitrogen): pPIC3.5K, pPIC9K, i pPICza.
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Figura 6-1: Esquema dels plasmidis proposats per a realitzar els constructes que incorporin
el gen de VP2 en Pichia pastoris.
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Els tres candidats ofereixen trets comuns com és la preséncia d’'una sequéncia que
codifica per una cua d’histidines, que facilita una posterior purificacié per cromatografia
d’afinitat de I'hibrid que es forma entre la proteina d’interés i la cua d’histidines, o que situen el
Multi Cloning Site (MCS) sota la influéncia del promotor pOAX1, que com s’ha comentat
anteriorment s’indueix amb la preséncia de metanol en el medi de cultiu, essent un promotor
fort i ben reprimit amb simplement preséncia d’altres fonts de carboni en el medi. A nivell de
marcadors de seleccid, els plasmidis pPIC3.5K i pPIC9K disposen de resisténcia a
I'ampicil-lina i la kanamicina, dos antibidtics molt usuals en tasques d’enginyeria molecular. Per
altra banda pPICza, disposa de resisténcia a la zeocina, que és un antibiotic no tant usual i
d'un preu més elevat. La principal diferéncia entre els plasmidis pPIC3.5K i el pPIC9K o
pPICza, és que el primer expressa la proteina intracel-lularment, mentre que els segons
incorporen un péptid senyal a la proteina que permet que s’excreti al brou de cultiu. Aquesta
caracteristica pot comportar diferéncies importants a I'hora de dissenyar I'estratégia de cultiu a
seguir, recuperant la proteina del brou de cultiu mentre es mantenen les cellules en el
bioreactor emprant una estratégia de perfusid, tot i que s’haura de minimitzar els possibles
efectes de les proteases alliberades al brou de cultiu, per a evitar la degradacié de la proteina.
Finalment, 'avantatge que ofereix el plasmidi pPICza és la preséncia de I'epitop c-myc, el qual
permet ser reconegut per un anticds monoclonal especific. Aquesta caracteristica permet el
seguiment de I'expressio (ja que el seu gen esta situat al darrera del MCS), sense la necessitat

d'utilitzar anticossos especifics de VP2 dels que se’'n disposa un estoc limitat.

Construccid dels plasmidis pPIC9K —VP2 i pPICza-VP2.

En primer lloc es desenvolupen els passos per a l'obtencié dels constructes pels
plasmidis pPIC9K i pPICza, representats a la Figura 6-2, que incorporin el gen que codifica per
la proteina VP2. Aquesta primera tasca es desenvolupa en primer lloc degut a que s’ha de
modificar les dianes dels extrems per a poder incorporar I'insert al vector per mitja d'una PCR.
En ambdds casos una de les dianes de restriccid que es pretén usar é€s comuna, per tant
s’emprara el mateix oligonucleotid encebador per a realitzar I'amplificacié del DNA, com es

mostra a la Taula 6-2.
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Figura 6-2: Esquema dels constructes dissenyats per a la construccié de les soques de
Pichia pastoris que expressin VP2, emprant com a base els plasmidis pPIK9K i pPICza.

Per tal de preparar els inserts, es treballa amb el gen que codifica per VP2 que es
mostra a la Figura 6-3. Es dissenya una estratégia de clonacié emprant dianes disponibles en
el MCS dels dos plasmidis, i sempre que es pugui, que siguin comunes per a agilitzar les
tasques de la clonaci6. Les dianes escollides sén: EcoRI i Notl. Per altra banda, com es pot

comprovar a la figura del gen de VP2, aquest no disposa internament de les dianes escollides.
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Figura 6-3. Mapa de restriccid del gen que codifica per la proteina VP2 del virus IBD. La seqliéncia esta dotada de
dues dianes de restriccié de Bcll als extrems, que son uniques a tota la sequéncia.

Per amplificar el material genétic de l'insert, oferint-li les dianes de restriccié que seran
emprades per a la insercié del gen de VP2, es dissenyen els oligonucledtids iniciadors per a

realitzar la PCR indicats en la Taula 6-2.

Directe: Fwp9zEcoRI: TACAGGAATTCAQCGATGACAAACCTGTCAGATCAAACC
Revers: RwpNotIVP2: CTGGTGCGGCCGCTCACACAGCTATCCTCCTTATG
Revers: RwzZaVP2myc: CTGGTGCGGCCGCCACAGCTATCCTCCTTATGGC

Taula 6-2: Seqiiencia dels diferents oligonucledtids iniciadors directe i revers per a realitzar
les PCR per a amplificar I'insert que codifica per VP2. Negreta: cua de nucleotids, subratllat:
diana de restriccio, la resta pertany a la regié homologa de VP2.

Tot i tractar-se de les mateixes dianes de restriccid, s’han hagut de dissenyar diferents
oligonucledtids per a aconseguir que la traduccio es realitzi de manera correcta, trobant-se els
senyals d’iniciaci6 de transcripci6 en fase de lectura. La distribucid dels diferents

oligonucledtids iniciadors per a I'amplificacid de l'insert per a cadascun dels plasmidis

proposats es mostra a la Taula 6-3.

- 169 -



Analisi d’alternatives per a un bioprocés de produccié d’una vacuna animal

pPIC9K pPICza
Oligonucleotid iniciador directe Fwp9zEcoRI Fwp9zEcoRI
Oligonucleotid iniciador revers RwpNotlVP2 RwZaVP2myc

Taula 6-3: Taula de distribuci6 dels diferents oligonucleotids iniciadors per a I'amplificacio
del gen de VP2 segons el plasmidi de desti de l'insert.

Es realitzen les corresponents analisis de les amplificacions per PCR i els resultats que
es mostren a la Figura 6-4 on s’observen les bandes en els dos casos amb la mida

corresponent al gen de VP2 que és de 1400 pb.

- 1400

Figura 6-4: Gel d’agarosa on es mostra I'amplificacié del gen VP2-IBDV per PCR. C1: DNA
Gene Ruler Fermentas. C2: Oligos utilitzats: Fwp9zEcoRI i RwpNotlVP2. C3: Oligos
utilitzats: Fwp9zEcoRI i RwZaVP2myc

A continuacid, i préviament a la lligacio, es procedeix a la digestio tant dels plasmidis
com dels corresponents inserts i es purifiquen amb columnes d' afinitat que no retenen
fragments de DNA més petits de 50 pb, evitant aixi la necessitat de purificacié del gen
amplificat a partir del gel dagarosa, on [leficiéncia de la purificacié disminueix

considerablement.

Els plasmidis digerits es valoren qualitativament en un gel d’agarosa que es mostra a la
Figura 6-5, on el carril 2 correspon al pPICza, d’'una mida aproximada de 3,6 kb i en el carril 3
pertany al pPICO9K amb una mida de 9,3 kb. Totes les mides corresponents als plasmidis

emprats estan en concordancia amb les mides tedricament esperades.
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Figura 6-5:Gel d’agarosa per a comprovar I'expansié dels plasmidis que seran emprats per
a inserir el gen de la VP2-IBDV. C1: DNA Gene Ruler Fermentas. C2: pPIC9k. C3: pPICza

Es prossegueix amb la lligacié del constructe, que al tractar-se de dianes que ofereixen
extrems cohesius, i amb abséncia d’homologia entre els extrems, ha de permetre obtenir
ligacions que només poden estar orientades correctament, sense possibilitat de recirculacié o

relligacié del propi plasmidi.

Per obtenir un bon resultat de lligacié és realitzen lligacions amb diferents proporcions
entre plasmidi i insert, aixi com s’inclou també el control positiu i controls negatius per a la
transformacio de la soca competent d’E. coli DH5a. Com a control positiu de la transformacio
s’empra vector no digerit, i com a controls negatius vector digerit sense insert i una
transformacié amb abséncia de material genétic (aigua ultrapura). Els resultats del nombre de
colonies obtingudes de les lligacions i conseqlents transformacions es mostren en la Taula
6-4.

Nombre de coldnies per placa

pPIC9K-VP2 pPICza-VP2
C+ Vector no digerit >200 >200
C- Vector digerit 5 16
C- (aigua) 0 0
Lligacié 1:3 178 >200
Lligacio 1:6 >200 86
Lligacio 1:9 14 25

Taula 6-4: Nombre de colonies crescudes en plaques de LB amb ampicil-lina, després de la
transformacio de la soca DH5aq, per diferents proporcions de plasmidi-insert.

Observant els resultats de les colonies que han crescut en els diferents casos es pot

concloure que les lligacions han estat correctes. El control negatiu realitzat amb aigua
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assegura que la soca transformada no té la capacitat de créixer en un medi amb el marcador
de seleccid, i el control negatiu amb el vector digerit indica que hi ha hagut una digestié
incompleta d’'una de les dianes, permetent-se la recirculacié del vector. El baix nombre de
coldnies mostra que hi ha una proporcié de plasmidi recirculat molt baixa. Finalment, les
ligacions segons la proporcié de la quantitat de vector i insert ofereixen resultats més o menys
eficients, perd en els dos constructes es disposa de dos casos amb suficient nombre de

colonies que permet afirmar que s’ha inserit el constructe correctament.

Es realitzen cultius amb medi liquid LB amb ampicil-lina per a disposar de suficient
material genétic per a la posterior transformacié de la soca de Pichia pastoris, amb els
constructes en que s’han obtingut més colonies. Del cultiu liquid es realitza una extraccio de
DNA plasmidic (miniprep, protocol Qiagen) per a realitzar un control del material genetic
introduit en gels d’agarosa, perd contrariament al que seria d’esperar no s’observa material de
les extraccions de DNA realitzades a les soques d’ Escherichia coli transformades amb el
constructe. Amb la intencié de trobar una explicacié a aquest fenomen es planteja realitzar una
PCR del gen que codifica per VP2 a partir del material genétic no visible en els gels d’agarosa
que s’ha extret dels cultius, per a comprovar si hi ha preséncia de plasmidi suficient que pugui

oferir resisténcia a I'antibidtic, o de quina manera s’integra el constructe en la soca.

Els resultats de les PCRs es mostren en la Figura 6-6 , on s’observa en tots els casos
en que s’ha realitzat 'amplificacié d’'una banda que coincideix amb la mida de la banda del gen

de VP2-IDBV emprat com a control positiu.

C1C2C3 C4C5C6

Figura 6-6: Gel d’'agarosa on es mostren les PCR realitzades a partir del material genetic
extret de les soques transformades. C1: DNA Gene Ruler Fermentas. C2: Control positiu,
amplificacié del gen VP2-IBDV. C3 i C4 VP2 amplificada del pPIC9K-VP2. C5 i C6: VP2
amplificada del pPICza-VP2.

Per tant, es pot afirmar que hi ha hagut una certa quantitat de material genétic que ha

pogut ser introduit a la soca. La hipotesi que es proposa és que la soca és capag¢ d’assimilar
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una quantitat molt petita del constructe, suficient per a aconseguir obtenir la resisténcia al
marcador de seleccio, perd per la naturalesa del origen viric del material genétic, aquest no es
pot introduir en quantitats suficients o introduir-se de la manera adequada per a continuar amb

el treball de manipulacio per a la construccié de la soca de Pichia pastoris.

L’dltim pas per a poder afirmar que el fragment que ha estat amplificat del DNA extret
dels cultius liquids és realment la sequéncia que codifica pel gen de la VP2, consisteix en
realitzar un mapatge amb enzims de restriccid del material amplificat. Es planteja emprar
'endonucleasa de restriccié Pstl, ja que aquesta diana es troba present en tres posicions
diferents al llarg de la sequéncia de VP2. Si hi hagués una restriccid total de les dianes
s’haurien d’'observar quatre bandes a cada un dels carrils. Els resultats es presenten a la

Figura 6-7.

C1 C2 C3 C4 C5 C6

Figura 6-7: Gel d’agarosa: on es mostren les restriccions amb Pstl de les PCR realitzades al
material extret de les minipreps de les soques transformades. C1: DNA Gene Ruler
Fermentas. C2: Control positiu VP2-IBDV. C3 i C4 Restriccid de la PCR del pPIC9K-VP2.
C5i C6: Restriccio de la PCR del pPICza-VP2.

Exceptuant el carril 3, la resta de carrils (del 4 al 6) mostren un patrd de restriccié igual
al que s’observa al carril 2, que correspon a la restriccié en del gen de la VP2-IBDV control.
Les diferéncies d’intensitat de les bandes responen a la diferent quantitat de material del qual

es parteix d’inici, provinent de les PCRs realitzades.

Aixi doncs, es pot concloure definitivament que el fragment que s’ha amplificat de les
extraccions de DNA plasmidic de les diferents soques que han estat transformades amb els
constructes, corresponen a la seqiéncia de la VP2. Aquest resultat definitiu reforga la hipotesi
que s’ha comentat anteriorment: la lligacié ha estat correcte, perd la transformacio de la soca
DH5a o bé no resulta eficient, o la propia soca pot assimilar només una petita quantitat del

constructe, perod suficient per a aconseguir la resisténcia al marcador de seleccio, I'ampicil-lina.
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L’origen viric del material genétic que s’esta emprant pot ser el causant d’aquest fenomen si

més no poc habitual i no desitjable.

Construccio dels plasmidis pPIC3.5K—VP2

Per ultim s’explora la possibilitat de realitzar un constructe amb el plasmidi pPIC3.5K
sense amplificar per PCR el gen ni modificar les dianes de restriccid. La diferéncia principal de
treballar amb pPIC3.5K respecte als dos anteriors plasmidis consisteix en que el gen VP2
disposa de dianes Bcll als extrems, i el plasmidi pPIC3.5K disposa d’'una diana BamHl,
isoesquisomer del Bcll, que permet una vegada fetes les restriccions realitzar la lligacié sense
necessitat de realitzar una PCR. A la Figura 6-8 es mostra un esquema del plasmidi que es vol

obtenir amb la inserci6 del gen de VP2.

AMPICILIN RESIST
e

Nee 1(1434)
W2

Nee 1(82126)

pPPIC3.5K-VP2
10392 bp

3'0AK

FANAMYCIN RESIZT

HIS 4 ORF

Figura 6-8: Esquema del constructe dissenyat per a la construccié d’'una soca de Pichia
pastoris que expressi intracel-lularment la proteina VP2, emprant com a base el plasmidi
pPIC3.5K. El plasmidi disposa el promotor fort AOX1, ofereix resisténcia a les soques
transformades a I'ampicillina i la kanamicina, i finalment dota a la proteina d'una cua
d’histidines.

Una vegada realitzada la lligacio es transforma la soca d’E.coli competent DH5a per a
obtenir plasmidi amb suficient quantitat, i préviament a la introduccié del material a la soca de
Pichia pastoris és comprova l'orientacido amb una restriccio amb I'endonucleasa Ndel. Aquesta
comprovacié és necessaria degut a la possibilitat de que el gen sigui introduit en qualsevol de
les dues orientacions possibles, ja que s’ha emprat la mateixa diana pels dos extrems i la

correcta orientacio del insert no esta garantida.
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La Figura 6-9 mostra la restriccid del material genétic extret d’un clon de la E.coli
transformada al que se li efectua la restriccio amb Ndel. Com es pot comprovar en la imatge la
mida dels fragments que es generen corresponen a la mida esperada, de 3650 pb i 6742 pb

respectivament.

8000
<~—— 6000
<«—— 4000

3500

Figura 6-9: Gel d’agarosa on es mostren els fragments de la restriccié del plasmidi
pPIC3.5K-VP2 emprant la endonucleasa Nde |I.

Amb el material genétic comprovat es transforma la soca de Pichia pastoris GS115, i
els clons positius es comproven realitzant cultius en erlenmeyers d’'un litre, amb un volum de
100 ml de medi per a evitar limitacions d’oxigen, i una vegada han crescut s’indueixen amb
una addicié de metanol gradual al llarg de 96 hores.

Les mostres finals del cultiu induit es lisen mitjangant ultrasons i de la fraccio soluble
s’elaboren gels de proteines per a observar el patré de bandes i un assaig amb anticossos per
a comprovar que s’esta expressant correctament la proteina de la qual s’ha introduit el gen.
Els resultats es mostren a la Figura 6-10.

C1C2 C3 C4 C5 C6 C7r C8 C1C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8

Figura 6-10: Gel de proteines (a I'esquerra) i assaig immunologic (a la dreta) dels clons de
P.pastoris amb el plasmidi pPIC3.5K-VP2 En el carril 1 (C1):control negatiu (Pichia sense
transfectar), C2: Marcador, C3: C+, C4 (buit), C5i 6: Clon1i C7 i 8:Clon 2.
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Els resultats mostren que en cap de les dues técniques s’observen resultats positius
d’expressio de VP2 pels diferents clons de Pichia pastoris. Aquest resultat fa pensar que o bé
els clons que s’han obtingut no han incorporat el gen corresponent a VP2, o bé que s’ha
incorporat de forma que no resulta efectiva la seva transcripcid, o bé que I'organisme no és
capag d’expressar la proteina tot i disposar del gen. Per poder confirmar alguna d’aquestes
hipotesi es procedeix a realitzar una PCR de material genétic extret de diferents clons de P.
pastoris. El resultat de 'amplificacié del material genétic és mostra en la Figura 6-11, on es pot
observar que tres de quatre clons que han estat comprovats, disposen del gen de la VP2 en el
interior del seu genoma. La seqliéncia d’aquest material genétic amplificat es confronta amb la
sequéncia original del gen que codifica per VP2, obtenint-se uns resultats de bona

correspondéncia.

C1C2 C3 C4 C5 C6 C7C8CI9C10C11C12 C13C14

Figura 6-11: Gel d’agarosa on es mostra les amplificacions per PCR del gen de la VP2
provinents del material genétic extret dels clons de Pichia pastoris . Carrils 1 i 14: Gene ruler
fermentas, C2 i 3: Clon 1, C4,7,10 i 13: Controls negatius, C5 i 6: Clon 2, C8 i 9: Clon 3, i
C11i12: Clon 4.

Aquest resultat confirma que el gen de VP2, ha estat incorporat dins els clons de Pichia
pastoris que han estat transformats, perd que I'organisme, ja sigui per la posicié d’integracié o
com s’hagi donat aquesta, no permet I'expressio de la proteina. També s’ha d’esmentar que la
intensitat de la banda que s’observa és més moderada del que caldria esperar, cosa que fa
pensar que la quantitat de material genétic incorporat no és abundant, malgrat que aquesta és

una técnica no quantitativa.

Aixi doncs, Pichia pastoris presenta dificultats per a 'obtencié d’'una soca productora de
VP2-IBDV. No obstant, la bibliografia recull un parell de casos en que s’ha assolit 'expressié
de VP2 en llevats. En el primer dels treballs (Macreadie i col.-1990) , el gen de VP2 es
modifica extraient-li part de les seqiéncies terminals, o bé afegint-hi alguna fusi6 amb

segments d’altres proteines, i els resultats no recullen dades de productivitat, mostrant els
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resultats d’expressié amb técniques de westerns blots, fet que fa pensar que s’obté un baix
nivell d’expressio. En el segon cas (Pei i col.-2005), s’empra un sistema similar al que s’ha
dissenyat en aquest capitol, perd no hi ha informacié suficientment detallada del procés
d’obtencié del constructe ni del seu pas per E. coli. Tot i que els treballs semblen indicar la
possibilitat d’assolir I'expressiéo de VP2 en P. pastoris, no mostren prou detalls per a poder
avaluar el nivell d’expressio de la proteina d’'una forma quantitativa. Sembla doncs possible
que, en base a una aproximacio de més profunditat, i amb més possibilitats de la que es
disposa en aquest treball, potser es podria aconseguir expressar VP2 en P.pastoris en

suficients quantitats, pero els intents efectuats no han estat reeixits.
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6.2. Sistema bacteria: Escherichia coli.

L’Escherichia coli correspon al grup dorganismes unicel-lulars bacterians,
concretament al grup dels procariotes. Els bacteris sén organismes molt resistents i facilment
adaptables a diferents condicions ambientals, degut a la capacitat de desenvolupar la majoria
de rutes bioquimiques presents en els organismes. S’estima la seva existéncia al planeta

Terra des de fa uns 3500 anys,

El bacteri Escherichia coli fou aillat a finals del segle XIX pel pediatra Escherich de les
femtes d’'un malalt de colera, i va ésser identificat com a habitant natural del sistema alimentari
i excretor. La seva morfologia és de bacil, que pot mostrar una forma recta o corba (Figura

6-12), d’'una mida aproximada entre 1um de longitud i 0,5 um d’amplada.

Figura 6-12: Imatge obtinguda per microscopia electronica d’E.coli (Vila-2001). A la dreta es
mostra I'ampliacié del requadre assenyalat a la figura de I'esquerra.

El material genétic presenta una disposicio irregular a l'interior del citoplasma, amb
abséncia de cromosomes. També poden disposar de plasmidis, petites molécules de DNA
circular amb capacitat de replicacié autonoma, capacitat que s’aprofita per a la introduccié de
material genetic forani amb metodologies senzilles, transformant-les en soques productores de

molécules d’interés, o oferint altres avantatges com la resisténcia a antibiotics.

Entre els avantatges que presenta aquest bacteri es destaca que ha estat extensament
estudiat i emprat per la seva facilitat de ser manipulat per mitja de técniques de DNA

recombinant, aixi com un ampli coneixement de les seves rutes metaboliques i de biosintesi.

L’ Escherichia coli ha estat emprada amb éxit per a obtenir I'expressid de proteines
heterdlogues recombinants per a us terapéutic huma, tal i com es recull en diferents exemples

ala Taula 6-5.
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Proteina Funcié Us

Calcitonina Metabolisme fosfat i calci. Tractament osteomalacia.
epidgfrr?;[gr de creixement Creixement cél-lules epitelials. Tractament ferides.

Eritropoetina Estimulacié hematopoesis. Tractament anémia.

Factor VIIIi IX Coagulacié de la sang. Prevencié hemorragies.

Hormona del creixement Estimulacié del creixement. Promoure el creixement.

Interferé-a Resisténcia cel-lular en front dels virus. Antivirals i antitumorals.

Interleuquines 1,21 3 Estimulacio cél-lules sistema immunitari. Antitumorals.

Albumina sérica Proteina plasmatica. Suplement plasma.

Urokinasa Activacié plasminogen. Anticoagulant.

Taula 6-5: Exemples de diferents proteines recombinants amb Us terapéutic huma produides emprant Escherichia
coli com a vector d’expressio. (Doran-1995; Vila-2001)

6.3.1. Construccio de les soques d’Escherichia coli.

El desenvolupament dels processos que persegueixin objectius orientats en la
produccié de proteines, han de tenir en compte, a I'hora de triar els organismes i els plasmidis
per a la construccio de les soques productives, que aquestes tinguin la capacitat d’expressar
grans quantitats de proteina. Aixi, entre altres aspectes que s’han de tenir en compte en el
plasmidi es destaquen: disposar d’'un promotor eficient i fort, que disposi d’'una bona regulacio i

posseir una sequiéncia que permeti amb posterioritat la purificacié de la proteina expressada.

El plasmidi pQE-40 (QIAGEN), que s’ha escollit com a vector d’expressié de la proteina
VP2 del virus IBD, disposa d’'un promotor fort (T5), seguit de dues seqiéncies de I'operador
lac que permet una regulacio eficag de la transcripcié (veure Figura 6-13). Per altra banda, la
soca d’E. coli escollida, la M15 disposa de multiples copies del plasmidi pPREP-4, que expressa
de manera constitutiva el repressor lac, assegurant aixi una concentracié suficient de la
proteina repressora, que unint-se a les sequéncies operadores del pQE-40 impedeix la
transcripcié de la proteina recombinant i ofereix una bona regulacié de I'expressié. L’addicio
d'IPTG (inductor de I'expressio) al unir-se a I'operador /ac desplaga la proteina repressora tot
induint I'expressio de la proteina recombinant, permetent la transcripcié per part de la RNA

polimerasa.
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PTSNacO-lacs

BamH 1(146)
B-lactamasza DHFF:
CTOHFR=zeq
Fpn 1(738)
MCS
Sp@EHInCI

to terminator

s T(1970)
BamH| Hind Il
Eco RI/RBS |
AGAGGATCG | 6xHisTag| GGATCC|  DHFR | GaTTCC mMcs |

Epitope RGS-His

Figura 6-13: Part superior: Esquema del plasmidi comercial pQE-40 (QIAGEN), escollit per a preparar el constructe
per a modificar la soca d’E. coli M15. Part inferior: Detall del mapa de la sequéncia del plasmidi pQE-40 des de
'ATG del plasmidi fins a la darrera diana de restriccié6 del MCS (Multi Cloning Site), Hind 1ll. En el plasmidi
s’observa la preséncia del gen que codifica per la B-lactamasa, que ofereix resisténcia a 'ampicil-lina, a continuacio
el promotor pT5 (induible per IPTG), seguit de la seqiiéncia corresponents a les sis cues d'histidina i la DHFR (di-
hidrofolat reductasa)

Una altra caracteristica que ofereix el plasmidi pQE-40 és el seu baix nombre de copies
per cél-lula, ja que permet una regulacido més eficient de I'expressié del gen clonat, una bona
estabilitat segregacional, aixi com la capacitat de replicar grans fragments de DNA tot
suposant una baixa carrega metabolica per a la cél-lula receptora (Carrier i col.-1998; Wilms i
col.-2001). No obstant, aquestes caracteristiques podrien suposar un nivell d’expressié menor
que un sistema que empri un plasmidi d’alt nombre de copies, perod la preséncia del promotor

fort T5 hauria d’assegurar un bon nivell d’expressio proteica.

Construccio de la soca pQE-40-VP2-N.

L’estratégia de clonacié dissenyada consisteix en utilitzar les dianes de restriccio del

plasmidi pQE-40 BamHI i Hindlll, ja que son dianes uniques i una vegada realitzada la
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restriccio ofereixen extrems cohesius, emprant aixi una estratégia de clonacié orientada. Un
altre avantatge d’emprar aquestes dianes de restriccid consisteix en I'extraccié d’'un fragment
del plasmidi pQE-40 que inclou la sequéncia corresponent a la DHFR (di-hidrofolat reductasa),
evitant aixi I'expressié d’una proteina de fusié de mida més gran. Com es pot observar a la
Figura 6-13, la sequéncia de la DHFR esta situada entre les dues dianes de restriccid
esmentades. Per altra banda, el gen de 6xHis-tag romandra en el plasmidi, mantenint aixi la
possibilitat d’expressio de la proteina amb la cua de 6 histidines per a una futura estratégia de
purificacié amb columnes d’afinitat de la proteina d’interés. La ultima caracteristica del plasmidi
és la preséncia del gen de la B-lactamasa que permet la seleccié de les coldnies que han estat
correctament transformades amb el vector per la seva resisténcia a I'ampicil-lina. La Figura

6-14 mostra el constructe del plasmidi que s’ha dissenyat.

PT5/NacOlacO
P3: 5PT5

~ 6xHisTag

B-actamasa
_ Nde1(667)
VP2

BamH 1 (1229)

¥/  HindIn(s523)
/T spGEHindil
‘to temminator
ColE1
Nde 1 (2735)'""’"

Figura 6-14. Esquema del constructe que s’ha dissenyat per a clonar en la soca M15
d’E.coli. S’ha clonat el gen de VP2 en la posicio entre les dianes BamHI i Hindlll, extraient la
sequéncia corresponent a la cua d’histidines i la DHFR.

No obstant, s’ha de tenir en compte que la seqiéncia del gen que codifica per VP2
disposa també en la posicié 1091 de la diana BamHI (veure Figura 6-3), no podent-se emprar
aquesta endonucleasa per a la restriccio dels extrems de la seqliéncia de VP2. Per aquest
motiu es decideix utilitzar les dianes de restriccid Bcll i Hindlll, aprofitant la sequéncia de

I'extrem comu que disposen entre Bcll i BamHI al ser isoesquisomers.

Els extrems de la seqliiéncia del gen que codifica per VP2 disposen de les dianes Bcll,

de manera que s’amplifica la seqltiencia de VP2 per PCR, i I'oligonucleotid iniciador revers
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(RwVP2Hind, n°700435) es dissenya per a canviar la diana Bcll a Hindlll (Taula 6-6), mentre

que pel directe es manté la diana Bcll.

Oligonucledtid iniciador directe: FWVP2Bcll (n°700434) (Diana Bcll)
GAATAGTATGATCAATGACAAACCTGTCAGATCAAACCC

Oligonucleotid iniciador revers: RwVP2Hind (n°700435) Diana Hindlll
GCATCTATAAGCTTTCACACAGCTATCCTCCTTATGGCC

Taula 6-6 Oligonucledtids iniciadors utilitzats per a I'amplificacié del gen de VP2 per PCR.
Les temperatures d’hibridacié son de 58,4 °C per FwVP2Bcll i de 61,5°C per RwVP2Hind.
Negreta: cua de nucleodtids, subratllat: diana de restriccio, la resta pertany a la regio
homologa de VP2

El resultat de la PCR realitzada emprant els oligonucleotids descrits a la Taula 6-6 es
mostra en la foto del gel d’agarosa de la Figura 6-15, on els carrils 2 i 3 son mostres de la PCR
mentre que el 4 correspon al DNA que codifica per la VP2 que s’ha usat com a motlle per a
realitzar la PCR. Es pot observar que la mida dels fragments ampliats coincideix amb la mida
del DNA motlle.

M C2 C3C4 M

<1500
~71200

Figura 6-15. Gel d’agarosa per a verificar I'amplificacié del gen que codifica el gen VP2-
IBDV. Els diferents carrils (C;) corresponen a:. C1 i C5, DNA Gene Ruler Fermentas. C2 i
C3, PCR del gen VP2-IBDV, C4, C+, gen de la VP2-IBDV a partir del qual s’ha realitzat la
PCR. Els oligonucleoétids utilitzats sén FwVP2Bcll i RwVP2Hind.

Seguidament es realitza la restriccid del plasmidi pQE-40 i del fragment amplificat per
PCR. Les restriccions es realitzen en dos passos, purificant la mostra entre pas i pas degut a
les diferents caracteristiques de les endonucleases de restriccid, tant a nivell de les solucions
de reaccio, com de temperatures en que es realitza la restriccié. Els resultats de les
restriccions dels plasmidis es mostren en la Figura 6-16, on els carrils extrems pertanyen al

marcador i els carrils centrals a la restriccié del plasmidi.
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M C2 C3 M

4000
3500

-

Figura 6-16. Gel d’agarosa per a analitzar el resultat de les restriccions del plasmidi pQE-40.
C1: DNA Gene Ruler Fermentas. C2 i C3: pQE40 @ BamHI & Hindlll. La restriccio es
realitza (en els dos casos) en dos passos, purificant entre pas i pas perquée les
corresponents endonucleases treballen amb diferents solucions.

Es prossegueix amb la purificacié del segment d’aproximadament 3500 pb (pertanyent
al plasmidi sense la sequéncia) i seguidament amb la lligacié del constructe. La transformacio
de la soca M15-pREP4 es duu a terme mitjangant técniques d’electroporacio. De les colonies
positives seleccionades per resisténcia a I'ampicil-lina, es procedeix a la comprovacio de la
seva capacitat per a l'expressid de la proteina VP2. Per aix0 es realitzen cultius en
erlenmeyers amb medi LB amb ampicil-lina, per a procedir a la induccié mitjangant IPTG. Les
mostres extretes després de cinc hores d’induccié es processen per a realitzar un gel de
acrilamida per a observar la sobreexpressio de la proteina per tinci6 de Comassie, com per a
transferir les proteines a una membrana de cel-lulosa per a realitzar 'assaig de reconeixement
amb anticossos monoclonals especifics que reconeixen la VP2 (Western Blot), que es mostren

en la Figura 6-17.

M C1 C2 C3 C4 M C1C2C3 C4

. | 11
_— 79

‘- | 46
> 2

19

Figura 6-17: Esquerra: gel de proteines de les soques d’E. coli transformades amb el
plasmidi pQE40-VP2. M: marcador de pes molecular, C1: control negatiu, soca M15 sense
transformar, C2 i C3: Clons 1 i 2 de M15 transformats amb pQE40-VP2, i C4: Control
positiu, VP2 expressada en baculovirus i semi-purificada. Dreta: revelat del western blot del
gel de proteines. La proteina VP2 s’assenyala en vermell.
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Els resultats dels dos assaigs s6n negatius, és a dir: entre els carrils dels gels de
proteines no s’observen diferéncies entre els corresponents a la mostra de cultiu no induit,
cultiu induit i un cultiu d’'una soca M15 sense transformar, és a dir entre el carril 1 i els carrils 2
i 3.

Degut a la impossibilitat d’observar diferéncies entre els carrils es realitza un assaig
immunolodgic (western blot, Figura 6-16 part dreta) per a poder diferenciar especificament la
proteina que es vol expressar. El resultat del western blot és negatiu ja que no s’observa cap
banda en els carrils 2 i 3, només observant-se la franja corresponent al control de VP2 en el

carril 4 (VP2 expressada mitjancant Sf9-baculovirus i semi-purificada).

Tot i els resultats negatius de les técniques d’analisi de proteines, la soca que s’ha
obtingut continua presentant resisténcia al marcador de seleccio, I'ampicil-lina, indicant la
incorporacié del gen que codifica per la B-lactamasa. Per altra banda, en els cultius liquids
realitzats s’observa que la velocitat maxima de creixement de la soca disminueix
significativament, obtenint-se valors propers a 0,1 h” en comptes de valors entre 0,4-0,6 h™'

habituals en aquest tipus de soques transformades.

Per tal d’analitzar aquests resultats en que aparentment no hi ha expressio de VP2, es
procedeix a fer una analisi del DNA plasmidic, a partir d’'una extraccié d’aquest. La Figura 6-18
(esquerra) mostra el resultat obtingut emprat la técnica de restriccié amb I'endonucleasa Ndel,
diana de restriccio situada a la posicié 667 (en la VP2) i en la posicié 2735 del plasmidi pQE40

(veure Figura 6-14).

C1 C2 C3 C4 C5

i<—1200

— C1C2 C3 C4
.

Figura 6-18. Esquerra: Gel d’agarosa de la restricci6 amb I'endonucleasa Nde | de I'extraccidé de DNA plasmidic
dels clons transfectats i seleccionats. C1: pQE40-VP2-N1, C2: pQE40-VP2-N3, C3: pQE40-VP2-N5, C4: pQE40-
VP2-N7 i C5: DNA Gene Ruler Fermentas. Dreta: Gel d’agarosa amb les mostres de PCR: C1: PCR soca M15
sense transformar (C-) C2: PCR del clon pQE40-VP2-N1, C3: C+ i C4: DNA Gene Ruler Fermentas.
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Aquesta restriccio hauria de proporcionar dos segments de DNA de mides 2068 i 2728
pb, resultat que confirmaria la preséncia del constructe pQE40-VP2 en la soca. Com es pot
observar a I'esmentada figura no s’observa cap de les dues franges corresponents a les
respectives mides, i només unes ténues franges per a les diferents colonies aillades, indicant
'abséncia del plasmidi tal i com s’havia construit. Per una altra banda, es realitza una
amplificacié del material genétic d’'un extracte cel-lular d’'una aliquota del cultiu, emprant com a
oligonucledtids iniciadors els mateixos emprats per a 'amplificacié de la sequéncia del gen de
la VP2 (Taula 6-6). Els resultats es mostren a la Figura 6-18 (dreta), observant-se en el carril 2
una franja d’igual mida que en el carril 3, on es va ubicar el control positiu, mentre que en el
carril 1 no hi ha franja i correspon al control negatiu (PCR de la soca M15 sense transformar).
Aquest resultat prova la preséncia del gen de VP2 en el material genétic de la soca, perd no
en la conformacié del constructe creat i ideat inicialment. Al tractar-se del gen d’'una proteina
d’origen viric és possible que s’hagi recombinat i integrat en alguna zona no identificada del
material genétic de la soca de forma inesperada mantenint el gen de la B-lactamasa actiu,
oferint-li aixi la resisténcia a 'antibidtic, perd sent incapag¢ d’expressar la proteina d’interés. La
sobrecarrega genética i la localitzacié del nou material introduit, podria justificar la disminucio

de la velocitat especifica de creixement, tot conservant la resisténcia al marcador de seleccié.

Aquests resultats obtinguts repetidament, duen a abandonar la present estratégia de
clonacié, i a buscar i dissenyar alguna d’alternativa, com l'insercioé del gen de VP2 conformant
una proteina de fusié conjuntament amb la DHFR present en el plasmidi, amb la intenci6 de

proporcionar més estabilitat al material genétic introduit a la soca receptora.

Construccio de la soca pQE40-VP2-DHFR.

Donada la manca de resultats positius en la construccioé d’'una soca de E. coli M15 amb
el plasmidi pQE-40-VP2, que permetés expressar la proteina VP2, es dissenya una estratégia
de clonacioé en la que es genera una proteina de fusio entre la DHFR present en el plasmidi
pQE-40 comercial, i el candidat vacunal VP2. S’escull la diana de restricci6 Smal del plasmidi

com a punt d’insercio, diana que ofereix extrems roms.

En primer lloc i amb I'objectiu d’amplificar i poder disposar de suficient material genétic
per a la construccié del nou plasmidi, i obtenir les sequéncies apropiades que conjuguin
correctament amb els extrems del vector obert, es clona inicialment el gen de la VP2 amb

extrems Bcll en el plasmidi pIRESneo (Figura 6-19), en la diana BamHI isoesquisomer de Bcll.
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La Figura 6-20 mostra I'esquema del constructe del plasmidi plERSneo-VP2, i les dianes de

restriccié adjacents a la sequéncia introduida.

il ll
fy Mol
- | [
.-"J"---. ! I -;.
,f"'l'. Py | MCS
g/_{ g EMY IE #; foa-a74)
‘x_
Vo Byl e
sl t
. pIRESneo i" |
33kb RES |

., paly & E
o -""/ ™ Sma | i)

7 B T
L
- i E—

/
Xhol |
B0 Xba |
)
Sn m =0 LR an i S6D a1
CEAGCTCGGATCGATATCTGCGGCCGCETCGACGEAATTCAGTGGATCCACTAGTAACGGCCGLCAGTGTECTGRAA
Cla I* EcoR W Mol EcoR ) BarH 1 Bard ]

Figura 6-19: Part superior: Esquema del plasmidi comercial pIRESneo (Clontech). Aquest plasmidi disposa de la
capacitat d’atorgar resisténcia a I'ampicil-lina i la neomicina (segons sigui introduit en bacteris o cel-lules animals).
Entre altres elements destacables el plasmidi disposa d’'un promotor fort com el Pcuy (Citomegalovirus), i la
sequeéncia IRES (Internal Ribosome Entry Site) per a garantir I'expressidé del gen situat a continuacié del IRES
sempre que s’expressi el gen situat a continuacié del promotor Pcwy. Part inferior: Detall del mapa de la seqliiéncia
del MCS del plasmidi pIRESneo.
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___EcoRV(915)
"EcoR 1(935)
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Figura 6-20: Detall del constructe pIRESneo-VP2, on la VP2 ha estat introduida en la diana
de restriccio de BamH | del MCS (Multicloning site).

Es seleccionen les coldnies amb resisténcia a I'ampicil-lina, resisténcia proporcionada

per la incorporacié del plasmidi pIRESneo, i posteriorment a I'expansié de les colonies aillades
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es realitza I'extraccié del DNA plasmidic, i es procedeix a realitzar una restriccié d’aquest amb

les dianes EcoRV i Spel, per a obtenir el fragment de VP2.

Préviament a I'obertura del vector pQE-40 en la diana Smal, que genera en el vector
extrems roms, i a la insercioé del fragment en aquesta posicid, s’ha de modificar I'extrem del
fragment corresponent a la diana de restriccié Spel, ja que genera extrems cohesius, mentre
que la diana EcoRYV ja proporciona extrems roms als fragments que se’n deriven. Per aquesta
raé es procedeix al reompliment de la sequéncia d’aquest extrem, per a transformar I'extrem
cohesiu a extrem rom, compatible amb el vector de desti. Una vegada realitzada I'adaptacio
del extrem i la purificacio del fragment, es procedeix a la introduccié del gen en el plasmidi

pQE40, com ja s’ha comentat anteriorment en la diana Smal (Figura 6-21).

Aquest tipus d’estratégia de clonacio proporciona dues tipologies de colonies resistents
a 'ampicillina, segons la orientacié que hagi adoptat el fragment. Per aquest motiu s’han de
descartar aquelles colonies que hagin incorporat el gen d’interés en la orientacio inversa, i
seleccionar les que disposen de la orientacid esperada, que permetran que s’expressi la
proteina dinterés de forma correcta. La comprovacid de [lorientacié del fragment es
desenvolupa per mitja de restriccions que ofereixin fragments del plasmidi de mides

diferenciades.

PT5/lacOlacO
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[ etisTag
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B-lactamasa

 Nde I (1297)
VP2
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‘BamH I (1859)
Nde|(3389)
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Figura 6-21 Mapa del vector pQE40-VP2-DHFR. On el fragment corresponent a la Vp2 ha
estat introduit a la diana Smal del MCS.
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Es procedeix a la restriccio emprant I'endonucleasa Ndel, que talla en dues posicions
diferents el constructe. Un tall s’efectua en el fragment de VP2, i 'altre en el plasmidi. El punt
de tall de la diana Ndel en VP2, no esta centrat en la seva sequéncia (Figura 6-21), de forma
que depenent de l'orientacié en que s’hagi introduit el plasmidi, els fragments resultants de la
restriccid seran de mides diferents. En el cas dels constructes ben orientats les mides dels dos
fragments han de correspondre a 2103 i 3344 pb, i en cas contrari les mides que s’haurien
d'observar serien de 1769 i 3678 pb. La Figura 6-22 mostra el gel d’agarosa on es poden
contemplar les mides dels segments de DNA obtinguts en un dels casos en que I'orientacio és

correcta. En la figura es mostra les restriccions efectuades als clons 2 i 5.

Figura 6-22 C1: Restricci6 del DNA plasmidic extret de la soca de M15 transfectada
utilitzant la endonucleasa Ndel. C2: Gene Ruler DNA (Fermentas)

Del conjunt de clons que disposen del mateix patré de restriccio, es seleccionen els

clons 2,5, 7i 9, que esdevenen els candidats a soques per a I'expressio de la VP2-DHFR.

Independentment, es realitzen amplificacions per PCR del segment dinterés del
plasmidi obtingut, emprant diferents oligonucleotids iniciadors recollits a la Taula 6-7, per tal de
comprovar que la mida del fragment sigui la correcta, considerant tant la proteina de fusié

DHFR-VP2 com Unicament I'amplificacio de la VP2.

Identificador PCR  Oligonucleotids iniciadors Mida fragment Fragment amplificat
PCR_1 CtDHFRseq 3pQEHindlll 1527 Fusié DHFR-VP2
PCR_2 FwVP2Bcll RwVP2Hind 1399 Gen VP2

Taula 6-7: Recull dels diferents oligonucledtids iniciadors i les seves caracteristiques emprats per a realitzar la
comprovacio del plasmidi pQE04-VP2-DHFR
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Les mides dels fragments resultants de les diferents amplificacions realitzades del
constructe pQE40-VP2-DHFR es mostren en la Figura 6-23. Els carrils 2 i 3 corresponen al

clon 2 aillat de la soca transformada, mentre que els carrils 4 i 5 corresponen al clon 5.

C1 C2 C3 C4 C5 Cob

<«—— 1500
<1200

Figura 6-23 Comprovacido per PCR de la soca de M15 amb el constructe pQE40-VP2-
DHFR, utilitzant diferents oligonucledtids iniciadors. EI C2 i C3 corresponen al clon 2 i els
C4 i C5 corresponen al clon 5. C1 i C6: Gene Ruler Fermentas. C2 i C4: Oligonucleotids
utilitzats: FwVP2Bcll i RwVP2Hind. El fragment que s’espera és de 1400 pb. C3 i C5:
Oligonucledtids utilitzats: CtDHFRseq i 3pQEHindlll, en que hauria d’obtenir-se un fragment
de 1527 pb.

Analitzant els resultats del clon 2 (carrils 2 i 3), s’observa que en el carril 2, en el que
s’ha emprat els oligonucleodtids que s’uneixen a la VP2, per tant excloent de I'amplificacio la
DHFR, mostra una banda d’'uns 1400 pb que correspon a la mida del gen de VP2, inferior a la
banda que s’observa en el carril 3, que incorpora la sequéncia de la DHFR i que li correspon
una mida teodrica de 1527 pb. Aquests resultats son homolegs als que s’observen pel clon 5,
carrils 4 i 5. Aquests resultats mostren que el constructe introduit a la soca d’E. coli
M15pREP4 correspon al constructe que s’havia ideat, mantenint-se la proteina de fusié DHFR-
VP2.

Finalment, es procedeix a realitzar la confirmacio de la capacitat dels clons aillats, que
han estat transformats amb el plasmidi del constructe, d’expressar la proteina d’interés. Es
realitzen cultius en erlenmeyers, i a mitja fase exponencial se’ls addiciona I'inductor de
'expressio, 1mM d’IPTG. Després de 5 hores d’induccid, es recuperen les cél-lules, es lisen
per mitja d’ultrasons i es realitza un assaig amb un gel de proteines amb Comassie i un assaig
immunoldgic. Amb aquests assaigs es pretén comprovar que s’esta expressant la proteina
amb una sequéncia reconeixible pel anticds monoclonal especific per la VP2. El gel de
proteines es mostra a la Figura 6-24, mentre que el revelatge per mitja de técniques
immunoquimioluminiscents, el Western Blot, es mostra a la Figura 6-25. En ambdds casos el
primer carril hi ha el marcador de pes molecular, seguit dels diferents clons que s’han aillat

(clons 2, 5, 71 9), del control negatiu (M15 sense transformar) i finalment el control positiu (VP2
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expressada en baculovirus recombinant). La mida de la proteina viral VP2 és de 41 kDa, pero
si tenim en compte la fusié amb la DHFR, la nova proteina ha de ser d’'una mida d’'uns 74 kDa

si es considera des de 'ATG que duu el plasmidi pQE-40.

MC2 C3 C4 C5 Co6 C7 C8
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Figura 6-24: Imatge del gel de proteines efectuat amb mostres dels clons pQE40-VP2-
DHFR. C1: Marcador de pes molecular. C2: Clon 5. C3: Clon 10. C4: Clon 7. C5: Clon 9.
C6: Clon 2. C7: C-, cultiu sense induir. C8: C+ Vp2 purificada i emmagatzemada en solucid
estabilitzant.

A primer cop d'ull al gel d’acrilamida tenyit amb Comassie Blue s’observa diferéncies
entre els clons que s’han analitzat, mostrant els clons 2 i 9 (carrils 5 i 6) un patré de bandes
diferenciats que podrien correspondre a la mida de la proteina de fusié (banda superior) i a la
proteina VP2 sense la DHFR. Per a poder confirmar-ho es necessari analitzar I'assaig

especific mitjangant anticossos monoclonals per VP2.

L’analisi immunoldgic corresponent confirma que hi ha dos clons productius (clons 2i 9,
corresponents als carrils 5 i 6) tant de la proteina VP2 (en aquest cas la transcripcié de la
proteina s’ha iniciat al ATG situat a la sequéncia del gen que codifica la proteina) mostrant una
banda reconeguda per I'anticos d’'una mida de 41 kDa que coincideix amb la que mostra el
control positiu, com de la proteina de fusi6 VP2-DHFR, observant-se una banda de 74 kDa,

corresponent a la proteina que es tradueix a partir del ATG situat en el plasmidi pQE-40.
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Figura 6-25: Western Blot de cultius induits. C1: Marcador de pes molecular. C2: Clon 5.
C3: Clon 10. C4: Clon 7. C5: Clon 9. C6: Clon 2. C7: C-, cultiu sense induir. C8: C+ Vp2
purificada i emmagatzemada en solucié estabilitzant.
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Per altra banda, s’observa que la resta de clons que s’han aillat sén molt menys
productius, o senzillament no sén productius. Si s’observa el control negatiu de la soca M15
sense transformar es confirma 'abséncia de proteines d’igual mida que les proteines d’interés

reconeixibles per I'anticos utilitzat.

Tot i obtenir clons positius que expressin la VP2-DHFR, sorgeixen noves anomalies ja
que després de cinc subcultius en un nou cultiu induit s’observa la pérdua de I'expressio de la
proteina, per tant es pot considerar que la soca que s’ha generat no és estable. Després
d’obtenir resultats negatius en assaigs immunologics, es realitza de nou una extraccio del DNA
plasmidic de la soca d’E. coli i es recomprova el material genétic. Es procedeix a realitzar dues
restriccions diferents per a comprovar el material genétic: la primera es realitza amb Ndel, amb
la que s’han d’obtenir dos fragments de mides 2103 i 3344 pb, com ja s’havia obtingut
anteriorment (veure Figura 6-22), i la segona es realitza amb Sphl, que és una diana unica (del
Multi Cloning Site) i consequentment s’hauria d’observar una banda de mida totalment

equivalent al constructe (5450 pb).

C1C2C3C4C5C6

o ol / 8000
. : : - /5000

| o= e~ 4000
W .. — 3000
- 1\2500

i n;
A i

Figura 6-26: Gel d’agarosa on es mostren les restriccions del plasmidi de la soca M15 pQE-
40-VP2-DHFR, després de diversos subcultius. C1 i C6: Gene ruler DNA ladder. C2 i C5:
restriccio amb Ndel dels clons 2i 9 i C3 i C4: restriccio amb Sphl dels clons 2i 9.

Els resultats que mostra el gel son idéntics pels clons 2 i 9 (clon 2 correspon als carrils
2 i 3, mentre que el clon 9 correspon als carrils 4 i 5). Al realitzar la restricci6 amb Ndel els
fragments que s’obtenen s6n de mides més grans del que s’esperaria, aproximadament de
2800 i 4300 pb. La suma de la mida d’aquests fragments coincideix amb el resultat de la
restriccid Unica que proporciona la endonucleasa Sphl, que és d'una mida de 7100 pb.
Aquests resultats indiquen que el constructe no és estable, i a mesura que es replica el
material genétic, aquest augmenta la seva mida. Aquest fet s’hipotetitza que pot ser degut a la

generacié d’alguna zona on hi ha un aparellament de dues sequéncies que estructuralment
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generen un llag formant subestructures de DNA (“loop”), i la polimerasa replica en més d’'una
ocasié la sequéncia del llag fent augmentar la mida del material genétic que conforma el

plasmidi.

Aixi doncs, es pot afirmar que s’ha aconseguit generar el constructe i una soca que
expressa la proteina definida com a candidat vacunal en E. coli , no obstant, el nivell
d’expressio no és molt elevat, i s’expressa la proteina fusionada amb DHFR. La quantificacié
de les bandes obtingudes per mitja de técniques de densitometria determina uns valors
d’expressio baixos. La soca té el problema afegit de la pérdua d’expressié de la proteina degut
a la manca d'estabilitat del material genétic, que no es replica fidelment a mesura que

augmenta el nombre del subcultius.

Les dificultats d’expressié de VP2 de IBDV en E. coli que s’han descrit fins al moment,
coincideixen en certa manera amb resultats publicats per altres investigadors. Una poliproteina
de la capside va ser expressada en E. coli, perd el producte expressat no oferia resposta
immunitaria en les aus (Jagadish i col.-1988). Un altre estudi reporta I'expressié mitjangant E.
coli de VP2 que ofereix proteccié a les aus que soén vacunades, perd no mostra dades de
productivitat, €s més, la unica forma de mostrar els resultats de I'expressié és mitjangant un
western blot, indicant aixi una baixa productivitat del sistema (Rong /i col.-2005). De manera
similar (Omar i col.-2006), no aporten dades quantitatives d’expressio i mostren els resultats
amb técniques altament sensibles (immunoldgiques quimioluminscents). Les dades
d’eficiéncia vacunal recullen dosis de 50 ug de VP2 purificada i 150 ug d’extracte sense
purificar (més de 15 cops superior a les emprades en les proves de proteccido de VP2
expressada en baculovirus), i mostren eficacies de proteccié contra una soca virulent de IBDV
al voltant del 30-40 %.

Per altra banda altres autors han estudiat la clonacio i expressié de particules virals en
E. coli obtenint resultats similars als d’aquest treball (M Vidal i col.-1991). En I'obtencié d’una
soca que expressés la proteina VP1 del virus causant de la febre aftosa, van obtenir clons que
produien la proteina idéntica a la provinent del virions, perd el constructe mostrava molta
inestabilitat i toxicitat en la soca, que acabava mutant o morint al cap de poques setmanes,
inclus sota condicions de no induccié. L’estabilitzacié I'aconseguiren mitjangant la clonacio
unicament de fragments de la proteina VP1 un cop identificat el fragment de la seqiéncia

responsable de la inestabilitat.
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6.4. Canvide proteina problema: B-galactosidasa.

El treball efectuat a nivell de transformacié de les cél-lules d’E. coli i P. pastoris per a
expressar la proteina d’'interés VP2 no ha donat bons resultats, en la mesura que la proteina o
no s’expressa o s’expressa amb dificultat i sense estabilitat. Es possible que les causes vagin
ligades a la naturalesa virica de la mateixa proteina, o la necessitat d’introduir modificacions
substancials en el procés de transformacié de les cél-lules que no s’han pogut identificar. De
totes maneres, aquest treball s’ha plantejat per a realitzar una analisi global del procés i de
I'estudi de diferents alternatives. Per tal de poder aprofundir en aquesta analisi, es decideix fer
un canvi en la proteina problema i expressar la B-galactosidasa, un cas ja desenvolupat.
Aquest canvi ha de permetre realitzar el desenvolupament i analisi del procés amb [-
galactosidasa, sota la hipdtesi de que disposaria de caracteristiques molt similars a nivell de
creixement i desenvolupament del cultiu, que una potencial soca que expressés la VP2, i per

tant fer possible la comparacié dels diversos sistemes productius.

En el cas del sistema d’expressid bacteria, 'estudi es realitza per a dos vectors
d’expressio amb diferents caracteristiques: el pTCO46-Bgal induible per IPTG i pJCO46-Bgal
induible per temperatura (cedits pel Dr. Toni Villaverde, Institut de Biotecnologia i Biomedicina,
IBB, de la UAB). Per altra banda en el sistema d’expressio de llevats, s’escull la soca de Pichia
pastoris GS115 que duu el gen lac z que codifica per la B-galactosidasa. (cedida pel Dr. Isidre
Gisbert, IBB, de la UAB).

En els propers capitols s’estudia i es desenvolupa el procés de produccié de I'enzim [3-
galactosidasa, tant en el cas de les diferents soques bacterianes com de llevat, centrant-se en
descriure el medi de cultiu més apropiat, el desenvolupament de l'estratégia de cultiu més

productiva i les eines de control necessaries per a dur a terme els cultius.
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7.1. Introduccid.

La naturalesa dels llevats permet afirmar que aquests organismes mantenen una certa
equidistancia entre la resta d’organismes presentats fins al moment en el present treball. El
llevat pertany grup dels organismes eucariotes, organismes més complexos que els
procariotes. Dins d’aquest grup, és un organisme que és capa¢ de créixer en ambients amb
menys restriccions que no pas la majoria dels organismes del seu grup, com les cel-lules de
mamifers o les d’insecte, permetent condicions de cultiu més agressives pel que fa a 'agitacio
i a l'aeracio, ja que poden suportar condicions de cultiu més extremes. L’equidistancia entre
els altres dos grups d’organismes presentats també es manté tant a nivell de la velocitat de

creixement, o temps de duplicacid, aixi com en el cost dels medis de cultius.

Els llevats metilotrofics, de manera similar a I'Escherichia coli, no necessiten de medis
complexes per al seu creixement, sind que els cultius es poden desenvolupar en un medi amb
preséncia de font de carboni, font de nitrogen i amb alguns micronutrients essencials com
algun mineral i vitamines. En referéncia a les fonts de carboni, s6n uns organismes que poden
créixer en una amplia varietat de substrats diferents, com la glucosa, el glicerol, el sorbitol i el
metanol entre d’altres. La metabolitzacié del metanol és possible gracies a la capacitat de
sintetitzar alcohol oxidasa (OAX). Com ja s’ha explicat al capitol on s’han intentat construir les
soques de Pichia pastoris per a expressar la VP2, aquesta caracteristica s’aprofita pel disseny
dels vectors d’expressié que empren el promotor fort de 'OAX. No obstant, a I'hora de
dissenyar el procés de produccié s’ha de tenir en compte que aquest promotor resulta
fortament reprimit en preséncia d’altres fonts de carboni més facilment assimilables per Pichia
pastoris, com la glucosa o el glicerol. Per tant, al moment d’'induir el cultiu no hi podra haver
cap altra font de carboni al medi a part del metanol, i com s’explicara més endavant, el canvi

de font és aconsellable que compti amb un periode d’adaptacio del cultiu.

Com a caracteristiques concretes del cultiu de Pichia pastoris en front d’altres tipus de
llevats fermentatius, cal destacar el seu creixement en condicions de respiracié aerobica,
permetent d’obtenir cultius de més alta densitat cel-lular, amb una velocitat especifica de

creixement superior a altres tipus de llevats.

Finalment, una caracteristica important de Pichia pastoris que influeix sobre la definicio
de com s’han de desenvolupar les estratégies de cultiu, és que posseeix un sistema metabolic

equilibrat, que comporta una baixa o nul-la excreci6 de productes metabdlics d’oxidacio
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incompleta de la font de carboni, 'acumulacié dels quals acostuma a ser toxica per
I'organisme, facilitant aixi el desenvolupament d’estratégies per a assolir cultius d’alta densitat
cel-lular. Per altra banda, és un organisme que té una baixa excrecio proteines natives al medi,
basicament proteases i depén dels substrats presents al medi, de manera que en aquells
vectors que aportin la capacitat d’excrecié de la proteina d’interés al medi, facilitaran la seva

recuperacio i purificacio.

7.11. Socade Pichia pastoris seleccionada.

Com ja s’ha comentat en el capitol anterior de resultats i discussio, la soca Pichia
pastoris que s’escull per a desenvolupar el procés productiu en llevats, i del seu consequent
analisis, és la soca comercial d’ Invitrogen GS115, que incorpora el gen Lac z (que codifica per
la B-galactosidasa, que és la proteina model escollida donada la impossibilitat d’expressi6 de
VP2 en aquest sistema de llevats) en el loci del gen HIS4, convertint-la en una soca histidina

depenent.

Referent al seu fenotip destaca, a part de ser una soca His i per tant no tenir la
capacitat de sintetitzar la histidina, el fet de ser una soca Mut®, fet que li dota de la capacitat de
seguir duplicant-se en preséncia de metanol com a uUnica font de carboni, i per tant, és pot

desenvolupar la induccié del cultiu i el seu creixement de manera simultania.

7.2. Desenvolupament de la metodologia per al cultu

de Pichia pastoris.

El sistema d’expressio en Pichia pastoris parteix d’'una situacié molt diferent, donat que
ha estat en gran mesura desenvolupat ja comercialment per la companyia propietaria d’aquest
sistema d’expressio, Invitrogen Co. (Cereghino i Cregg-2000). Aquest desenvolupament es
basa en plasmidis que duen el promotor pOAX1 induible per metanol, i ha dut a la propia
empresa a invertir grans esforgcos per a desenvolupar no tan sols les diferents soques i
plasmidis d’expressio, siné a definir els medis de cultiu apropiats, aixi com les estratégies i
sistemes de control necessaris per a desenvolupar processos productius emprant aquest

sistema d’expressid. L'enfocament clarament aplicat d’aquesta aproximacio ha dut a simplificar
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al maxim aquest tipus de cultiu, i ha minimitzar els equips i costos de produccié de proteines.
Com que aquest objectiu és coincident amb el que es persegueix en aquest treball, es pot
afirmar que gran part d’aquesta tasca ja ha estat realitzada i es pot procedir de forma bastant
directa, aixi que només resta la implementacid dels protocols descrits per la mateixa
companyia (Pichia fermentation process guidelines, http//:www.invitrogen.com) en el laboratori,
adequar els canvis necessaris en el procés, i realitzar I'analisi (segona vessant d’aquest

treball) que permeti comparar els diferents sistemes d’expressio escollits.

7.2.1. Medis de cultiu.

En primer lloc, es posen en practica les condicions recomanades per a efectuar aquest
tipus de cultiu. En aquesta direccié es comparen dos medis de cultiu diferents: el FBSM, que
és el medi definit que proposa la guia consultada per a als cultius en bioreactor, i el medi BMG,
que és un medi semi-complex descrit per Pichia pastoris (Invitrogen-2001) que incorpora en la
seva composicido YNB (Yeast Nitrogen Base), un hidrolitzat que actua com a font de nitrogen.

Ambdos medis es complementen amb 40 mg/L d’histidina.

Els cultius que es mostren a la Figura 7-1 es desenvolupen amb la soca GS115 en
erlenmeyers de 500 ml de volum total i amb un volum de treball de 100 ml, i es cultiven en
agitadors orbitals a 200 rpm i a una temperatura de 30 °C. La concentracié d’'indcul és en els
de 0,2 g/L.

* FBSM
o BMG

Xv (gPS/L)

Temps (h)

Figura 7-1: Perfil de I'evolucié de la concentracié cel-lular de la soca GS115 (lac z) en
cultius en erlenmeyer, emprant els medis FBSM i BMG.
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Com es pot observar, els dos perfils no presenten diferéncies destacables del
comportament de la soca d’estudi, assolint-se valors propers a 4 g/L en el seu punt maxim.
S’estudien altres parametres que descriuen el creixement de la soca en aquests medis, els
resultats dels quals es mostren a la Taula 7-1. S’observa, que tant els valors dels parametres
estudiats, la velocitat especifica de creixement i la capacitat de produccié cel-lular (rendiment
biomassa-substrat), son molt similars. Per tant, s’opta per seguir el desenvolupament amb el

medi per cultiu en bioreactor proposats per Invitrogen.

Velocitat especifica de creixement Rendiment biomassa-substrat

u(h™ Yxs (9/9)
Medi FBSM + His 0,16 0,60
Medi BMG + His 0,17 0,50

Taula 7-1: Principals parametres, velocitat especifica de creixement i rendiment biomassa-substrat, de creixement
de la soca de Pichia pastoris GS115 (lac z), en els medis FBSM (Invitrogen) i BMG, suplementats ambdds amb
histidina.

De cara a la realitzacio de cultius d’alta densitat, a més del medi FBSM, cal disposar de
dos medis més per tal de desenvolupar una estratégia en discontinu alimentat, i la induccié de

'expressio, que son els seglents:

Els protocols consultats descriuen tres medis diferents necessaris per als cultius en

discontinu alimentat:

o Medi FBSM per a la fase discontinua. La seva composicié és basicament sals (fonts
de S,P,Ca,Mg,K...), elements traca (font d’altres metalls Mn, Mo, Co, Fe... i biotina) i
glicerol (font de carboni).

e Medi M-FB-G per a I’ inici de la fase alimentada i 'adaptacio al canvi de font de
carboni, composat per glicerol i elements traca.

¢ Medi M-FB-M per a la fase d’induccié, composat per metanol i elements traca.

Els medis de cultiu per a desenvolupar I'estratégia en discontinu alimentat (proposats
per Invitrogen) no duen histidina entre els seus components, ja que les construccions per a
transformar les soques de Pichia pastoris que ofereix aquesta companyia, incorporen el gen
de la histidina, de manera que dota a la soca transformada la capacitat de sintetitzar-se aquest

aminoacid elemental. Aixi, els medis amb abséncia d’aquest aminoacid permeten realitzar la
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seleccio de la soca sense necessitat d’emprar antibiodtics. No obstant, la soca que s’empra per
aquest treball no disposa d’aquesta capacitat, cosa que obliga a reformular els medis de cultiu,
addicionant-hi la concentracié de histidina necessaria. En treballs de biologia molecular per a
la construccié de les soques, es descriuen altres medis amb una composicié de 40 mg/L
d’histidina (Invitrogen-2001). Aixi doncs, s’addicionara una concentracié d’histidina de 40 mg/L

en el medi de la etapa discontinua de creixement, el FBSM.

Per una altra banda, s’ha de calcular la concentracié d’histidina necessaria en el medi
de l'etapa discontinua alimentada, on la concentracié de font de carboni és molt major. Els
calculs és realitzen de dues maneres diferents. La primera, consisteix en mantenir la relacio
entre la quantitat d’histidina i de font de carboni del medi FBSM (amb 40 mg/L d’histidina), que
equival a 3,1-10 g histidina/g glicerol. La segona, es calcula a partir de la composicié genérica
dels organismes (Sanfeliu-1995), i en referéncia a la quantitat de substrat principal que es
consumeix (a partir del rendiment biomassa-substrat, considerant com a font de carboni el

glicerol).

6 X (pessec) 50g.proteines 0,021g. Histidina —6,310" gHis

0,59
g.Substrat 100g (pes sec) 1g. proteines gS
Comparant el valor obtingut de manera estimada a partir de la composicio, amb el valor
que s’obté de la recepta dels medis de treball en laboratori, definits per a cultius en
erlenmeyer, s’observa que I'estimada és el doble, segurament degut a I'is dels valors més
conservatius per a evitar una limitacié del aminoacid. Aixi doncs, s’haura d’addicionar al medi
M-FB-G una quantitat d’histidina de manera que mantingui la relacié de 6,3-10° g histidina/g

glicerol.

No obstant, el medi M-FB-M presenta I'inconvenient de que la histidina no és soluble,
degut a l'alt contingut en metanol. Es proposa doncs com alternativa, carregar una elevada
concentracié d’histidina al medi inicial (FBSM), i realitzar posteriorment addicions manuals
d’'una solucié de histidina concentrada, de manera que no es produeixi una limitacié d’aquest
aminoacid, que poden ser calculades a partir del rendiment entre la histidina consumida i la

quantitat de cél-lules generada (1,05:10 g histidina/gPS).

Per poder definir quina carrega maxima es pot suplementar al medi de la fase
discontinua, s’ha de conéixer dos factors: la capacitat de solubilitzacié del substrat en el medi, i

el possible efecte inhibitori que pot representar una elevada concentracié d’'un substrat. El
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primer factor (limit de solubilitat) no afecta al medi de creixement, ja que la preparacié del medi
és a realitza a partir d’'una solucié 1000x d’histidina, fet que demostra la solubilitat d’aquesta
en medi aquds, i per aixd es procedeix a realitzar I'estudi del possible efecte inhibitori al

creixement de la soca degut a la concentracié d’histidina.

L’efecte de la concentracié d’histidina s’estudia en un experiment en erlenmeyers de
250 ml, amb un volum de treball de 50 ml, on s’addiciona histidina en un rang entre 0 i 400
mg/L, una concentracié deu vegades superior a la proposada als protocols d’Invitrogen. Les
condicions de cultiu dels experiments sén d’'una temperatura de 30°C i una velocitat d’agitacio
de 200 rpm. La Figura 7-2 mostra I'evolucié de la velocitat especifica de creixement en funcié

de la concentracio d’histidina.

0,30
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Figura 7-2: Efecte de la concentracié d’histidina sobre la velocitat especifica maxima de
creixement de la soca de P.pastoris GS115 (lac z).

S’observa que en abséncia d’histidina afegida al medi de cultiu, la velocitat baixa fins a
valors de 0,05 h™', tot i que hauria de ser nul‘la, perd aquest valor pot ser degut a histidina
intracel-lular residual, ja que en aquest cas només s’observa creixement en la fase inicial del
cultiu. La resta de concentracions d’histidina mostren uns valors de velocitat especifica de
creixement molt similar per tot el rang de concentracions, del que es pot deduir que la histidina
no mostra cap tipus d’inhibicié en la soca GS155 de Pichia pastoris, dins del rang estudiat de

fins a una concentracié de 400 mg/L.
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La conclusid d’aquest darrer experiment permet fixar per als cultius discontinus
alimentats una concentracié d’histidina en el medi de fermentacio inicial de 400 mg/L, que pot
suportar la formacioé de fins a de 40 grams totals de pes sec. Aquest valors impliquen que, una
o dues addicions manuals addicionals d’histidina al llarg del cultiu haurien de resultar suficients

per a suportar el creixement que es pot arribar a assolir.

7.3. Cultius d’alta densitat cel-lular de Pichia pastoris.
Cultius discontinus alimentats.

Com ja s’ha comentat, el desenvolupament de cultius d’alta densitat cel-lular en el cas
de Pichia pastoris, passa per una estratégia en discontinu alimentat, i per una fase final
d’'induccié de I'expressio de la proteina recombinant per metanol. Cal tenir en compte que, el
metanol pot tenir un efecte inhibidor sobre el creixement cel-lular i sobre I'expressio de la

proteina heterdloga, a uns nivell entre 8 i 10 g/L (Cos-2005b).

La guia d’Invitrogen planteja una transicié de la fase discontinua, a la discontinua
alimentada amb el seglient protocol: s’inicia amb un periode amb addicions de medi ric en
glicerol a un cabal constant de 18,15 ml/L-h per tal augmentar la densitat cel-lular, i al acabar-
se aquest, proposa l'inici de I'addicié del medi ric en metanol a un cabal de 3,6 ml/L-h durant 2-
4 hores. Posteriorment, es proposa un augment del cabal fins a 7,2 ml/L-h durant dues hores

més, i finalment, s’augmenta fins a 10,9 ml/L-h.

No obstant, tot i aquesta informacié facilitada per proveidor, no es creu oportu realitzar
la primera fase d’alimentacié de medi amb glicerol, ja que la limitacié6 d’aeracié pot ser
considerable i la demanda d’oxigen pur desmesurada, degut a les altes densitats cel-lulars que
es poden assolir. Per altra banda, a la bibliografia s’indica que una fase de transicié o
d’adaptacié del llevat a créixer amb el nou substrat és important per a garantir una bona
expressioé de la proteina. Per tant, una addicié de metanol de forma gradual permet una millor
adaptacio del cultiu a la nova font de carboni, en canvi una addicié brusca, seguida d’'una
acumulacié de metanol pot provocar una adaptacié més lenta del cultiu, i fins i tot, la mort
cel-lular. Alguns autors proposen estrateégies d’alimentacié creuada en la fase de transicio, on
s’alimenta un perfil decreixent de medi ric en glicerol i un perfil en augment d’addicié de medi

ric en metanol (Brierley i col.-1994; Sreekrishna i col.-1989).
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En treballs consultats, defineixen estratégies d’alimentacié controlades per I'etapa de
discontinu alimentat amb medi ric en metanol, per tal d’aconseguir un nivell de produccié
optim. En alguns casos s’ha treballat en llagos oberts de control, on s’ha emprat un model
relacionant la velocitat especifica de creixement, amb la velocitat de produccié especifica,
cercant un valor de q, optim (Kobayashi i col.-2000). El perfil d’inhibicié per substrat que
presenta el metanol obliga a treballar a en unes condicions en que la velocitat de variacié de la
velocitat de creixement és molt pronunciada, i una petita variacié de substrat pot variar
drasticament la velocitat especifica de creixement i provocar la desestabilitzacié del sistema.
Altres autors han desenvolupat satisfactoriament estratégies de control de lla¢ tancat per a
controlar la concentracidé de metanol al brou de cultiu, mantenint-la constant amb un bon nivell
d'expressio (Cos-2005b; W Zhang i col.-2002). Tot i els bons resultats d’aquest tipus
d’'estratégies, els equips necessaris per a ser desenvolupades (espectrofotdmetre de masses
o sensors de metanol), compliquen i encareixen molt el procés, i per tant aquest tipus

d’'opcions queden fora del tipus d’estratégies que es volen desenvolupar.

Aixi doncs, es proposa com a estratégia per a desenvolupar els cultius en discontinu
alimentat la metodologia similar a la d’Invitrogen, abans descrita, perd canviant la fase
d’adaptacié esglaonada, a una fase d’adaptacio o transicio entre la fase de creixement i la fase
d’'induccié, moment que es produeix el canvi de la font de carboni. Aquesta estratégia ha de

permetre una millor i més rapida adaptacié al canvi de font de carboni.

L’estratégia de cultiu consisteix, doncs, en iniciar el cultiu en discontinu amb una forta
carrega de font de carboni (glicerol 40 g/L), que a part de reprimir I'expressié del gen, suporta
un creixement de biomassa considerable (superior a 20 g/L). El medi descrit per I'etapa
discontinua de creixement (FBSM) és un medi altament acid, degut a la preséncia d’una gran
quantitat d’acid fosforic. EI pH del medi de cultiu es corregeix amb (NH;)OH al 25 %,
assegurant aixi una disponibilitat suficient de la font de nitrogen. Tampoc s’han descrit efectes
inhibitoris en el creixement degut a 'amoniac. Un cop assolida aquesta concentracio cel-lular,
s’inicia la fase de transicio del canvi de font de carboni, passant de glicerol a metanol, que es
la fase més critica per a assegurar una bona induccié del cultiu. Finalment, aconseguida
I'adaptacié del cultiu a la nova font de carboni, només resta prosseguir amb les addicions del
discontinu alimentat fins al final del cultiu. Els detalls de com es desenvolupa aquestes dues

fases es discuteixen a continuacio.

Els cultius es realitzen en un bioreactor de 2 litres de volum, a una temperatura de 30°C
i un pH de 5,5. La variacioé de pH, degut a que no hi ha subproductes importants generats per

'organisme, sera causada per la disminucié d’amoni al medi de cultiu, ja sigui per consum o
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per evaporacié provocada per l'aeracio, i per a poder mantenir el pH s’empra com a base
(NH4)OH al 25 %, que permet mantenir la concentracié de la font de nitrogen al cultiu. El volum
de medi inicial del fermentador és d’un litre, al qual se li afegeix el volum de I'indcul de 200 ml,
i els corresponents volums de medi d’addicio fins a assolir un volum al voltant dels dos litres al
final de la fermentacio. L’inocul es prepara en medi BMG, ja que és un medi més ric i facil de
manipular (sobretot per la no necessitat de corregir el seu pH), en un erlenmeyer d’un litre de

volum.

El nivell d’oxigen dissolt es manté en el rang de 40-50% de saturacio, mitjangant un
cabal d’aire que varia segons la fase del cultiu entre 0,5 i 3 I/min (0,38 i 2,3 vvm), i una variacio
de la velocitat d’agitacié entre 300 i 1000 rpm amb un agitador de disc de pales planes.
Finalment, s’equipa una linia auxiliar per a enriquir el flux d’aire a I'entrada del bioreactor amb
oxigen, arribant a un maxim del 40% en la mescla de gasos. La peculiaritat de I'accié sobre els
mecanismes d’aeracié és la consignacié dels parametres inicials, que es varien manualment i
progressivament al llarg de la fermentacié segons els requeriments de 'organisme. Aquesta
acci6 es justifica per a poder establir un control d’addicié de substrats en una estratégia de
pO.-stat. Aquesta estratégia consisteix en establir unes consignes d’agitacio, aeracié i % O,
que assegurin durant un periode de temps prou ampli un nivell de pO, en el rang del 40-45%.
Si el valor de pO, supera aquest valor, indica una aturada de respiraci6 deguda a un
exhauriment del substrat, moment en que el control en cascada acciona la bomba 'addicié de
substrat. Al addicionar-se el substrat, la respiracié es recupera i es reflexa en una baixada del
valor de pO.. Els valors de consigna del parametres d’aeracié es modifiquen quan, degut a la

forta activitat metabdlica, el valor del pO, disminueix per sota del 10%.

La Figura 7-3 mostra els valors tant de les consignes dels parametres de I'aeracié que
es modifiqguen manualment, com del valor del pO, que evoluciona lliurement per un experiment
determinat (en concret el que es descriu posteriorment a la Figura 7-7). Els primers pics de
pO. que s’observen en la fase discontinua, corresponen a augments manuals de I'aeracio
(agitacié i cabal d’aeracid). A les 25 hores de cultiu s’observa un augment de pO,, degut a
I'exhauriment del glicerol, per tant correspon al final de la fase discontinua. En aquest punt,
s’observen oscil-lacions de l'oxigen dissolt degut a I'entrada en funcionament de la fase
alimentada del pO,-stat, amb un valor de consigna del 90%, alimentant medi amb glicerol per a
mantenir actiu el cultiu mentre s’engega la fase d’adaptacié de canvi de font de carboni.
Aquest alt valor de pO.-stat és degut a que no es pretén augmentar la concentracié de

cél-lules, i assegurar I'abséncia d’addicions erronies per alguna alteracié puntual.
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Figura 7-3: Exemple de I'aplicacié de I'estrategia de pO,-stat en el cultiu discontinu alimentat de P.pastoris GS115.
Es mostra la variacié dels valors del cabal d’aeracid, percentatge de saturacié d’oxigen dissolt, i agitacio, fixats
manualment al llarg de les diferents fases del cultiu, per a aconseguir I'evolucié desitjada de la pO; al cultiu. Dades
corresponents a I'experiment descrit a la Figura 7-7.

A les 27-28 hores es produeix la fase de transicié de font de carboni, periode
d’addicions prefixades, i per tant el pO,-stat és anul-lat. Aquest periode dura 5 hores, i durant
aquesta fase, el pO; assoleix valors elevats (superiors al 80% de pO,) indicant una aturada del
metabolisme de I'organisme degut a una limitacié de glicerol i 'addicié de metanol, substrat al
que s’han d’adaptar. Aquesta adaptacié del metabolisme al metanol (MeOH), es manifesta

amb un descens sobtat del pO,, que indica la recuperacié d’'una alta activitat metabdlica.

En aquest moment, a les 32-33 hores es consigna un nou pO,-stat per a I'addicié de
MeOH, amb un valor d’oxigen dissolt del 45%. A partir d’aquest moment, I'oscil-lacié de la
mesura d’oxigen indica que l'estratégia alimentada funciona correctament, addicionant medi
amb MeOH cada vegada que la mesura d’oxigen supera el 45% de saturacié. Com s’observa
a la Figura 7-3, la dinamica tant de consum d’oxigen, com les aturades del metabolisme soén
notoriament rapides. Durant aquesta fermentacié hi ha un periode de tres hores entre les 42 i
les 45, que hi ha un problema d’addicié de medi degut a la colmatacié del filtre de sortida de

gasos. Aquest sistema permet doncs detectar anomalies al cultiu.
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A continuacié es descriuen dues fermentacions que s’han dut a terme emprant la

metodologia descrita en I'apartat anterior.

Com s’ha comentat, I'estratégia dels cultius discontinus alimentats inclouen una fase de
transicid, en la que el cabal de medi amb glicerol es va disminuint de forma lineal, partint d’un
cabal inicial de 18,5 ml/L-h (per un volum inicial de 1,2 litres, li correspon uns 0,4 ml/min) fins a
zero en un periode de cinc hores. Pel contrari, a partir de les dues hores del inici del
decrement del cabal de glicerol es comencga a alimentar medi ric en metanol, d’'una forma

linealment creixent fins arribar a un cabal de 0,13 ml/min, com es mostra a la Figura 7-4.
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Figura 7-4: Perfils dels cabals d’addicié dels medis de glicerol i de metanol en la fase
d’adaptacié o transicié del cultiu en discontinu alimentat de P. pastoris GS155 que es
mostra a la Figura 7-5.

El perfil d’'addici6 de metanol s’ha definit a partir de la concentracié inhibitoria de
metanol descrita en la bibliografia (Cos-2005a; W Zhang i col.-2002), de manera que el
sumatori de tota l'addiccié realitzada equival a una sola addicié puntual per a aconseguir
aquesta concentracié al fermentador. Els perfils que han estat consignats a la Unitat de

Control Digital que comanda el fermentador es mostren a la Figura 7-4.

El primer dels cultius en discontinu alimentat amb la soca de Pichia pastoris GS115 es
presenta a la Figura 7-5. Després de la inoculacié i una curta fase de laténcia, s’assoleix una
concentracié cel-lular de 20 g/L (pes sec) al final de la fase en discontinu, moment en que

s’inicia la fase de transicio.
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Figura 7-5: Resultats del cultiu discontinu alimentat de Pichia pastoris GS115, amb tres fases diferents: fase de
discontinu amb glicerol, fase transicié glicerol+metanol, i discontinu alimentat de metanol. La ultima etapa es
realitza amb limitacid de metanol, i I'addiccié es realitza mitjangant la técnica del pOz-stat. Les figures mostren la
velocitat especifica de creixement (a dalt), I'evolucié de la concentracié de glicerol, metanol i concentracioé cel-lular
(al mig), i activitat especifica i volumétrica (a baix) amb el temps. Les addicions de la solucié concentrada d’histidina
estan indicades amb sagetes.
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La velocitat especifica de creixement durant la fase discontinua ha estat de 0,15-h™,
que disminueix a la meitat 0,077-h™ a causa de la limitacié de glicerol i el canvi de font de
carboni. Durant la fase de transicid, la limitacié de glicerol és reflexa en el seu valor de
concentracié residual nul, i a mesura que la fase avanga es produeix una acumulacié de
metanol. Aquesta acumulacié de metanol és deguda a que encara el mecanisme d’assimilacio
del metanol per part de I'organisme no s’ha activat totalment. La concentracié de metanol al
final de la fase de transicid és lleugerament superior a 6 g/L, que sén assimilats en unes 20
hores de cultiu, moment on es comenca I'addicié de metanol en la fase discontinua alimentada
controlada amb pO,-stat consignat al 50% de pO,. Aproximadament en aquest instant, a les 50
hores de cultiu, s’observa un lleuger increment de la velocitat especifica de creixement,
indicant que l'organisme ja s’ha adaptat al metanol com a unica font de carboni. A partir
d’aquest moment, la concentracidé de metanol es propera a zero degut a l'estratégia de
limitaci6 de metanol del discontinu alimentat, evitant-se una acumulacié del metabdlit que
pogués ser inhibitoria. Al llarg del cultiu s’han realitzat addicions puntuals de la soluci6
d’histidina amb un comput total de 40 ml, repartides al llarg de la fase de transicio i discontinua

alimentada, representades amb sagetes a la Figura 7-5.

En aquestes condicions de la fase de transicio, el cultiu necessita unes 24 hores
d’'induccié per a arribar a estabilitzar la produccié especifica de producte (UA/gPS), i a partir
d’aquest moment es manté constant, per tant es pot afirmar que el cultiu ha estat totalment
induit. A partir d’'aquest moment, 'augment de concentracié volumétrica de producte és

deguda a 'augment de concentracié cel-lular.

Al final del cultiu s’assoleix una concentracié cel-lular superior a 80 g/L, i una
concentracié volumétrica de producte de 5-10° UA/mL, amb una productivitat volumétrica de
5000 UA/L-h i una productivitat especifica (q,) de 2,73-10° UA/gPS-h.

El seglient bioprocés que es planteja afronta un ftriple objectiu: confirmar el
desenvolupament i resultats de I'anterior, acabar d’ajustar els valors dels parametres de la
fase de transicié que permeti disminuir el temps d’adaptacié de la soca al canvi de font de
carboni, podent disposar amb menor temps del cultiu creixent amb metanol i totalment induit, i
fixar un valor de pO, del 35% que regeixi el pO,-stat , factors que han de permetre millorar la

productivitat volumétrica del procés.
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Els perfils creuats d’addicié de glicerol i metanol és redefineixen, el de medi ric en
glicerol a partir de la velocitat especifica de consum de glicerol (Qsgiiceroy ) quUe pren un valor de
-0,12 gS/gPS-h, tal i com mostra la Figura 7-6 part superior, que es calcula a partir de dades
preses en diferents intervals durant la fase discontinua de I'experiment anterior. El valor del
cabal d’alimentacid6 de medi ric en glicerol es calcula per a linstant inicial com el cabal
necessari per a no produir una limitacié de substrat, i es disminueix linealment en un periode

de 5 hores, fins que es deixa d’alimentar.
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Figura 7-6: Part superior: Calcul de la velocitat especifica de consum de substrat (Glicerol)
de la soca GS115. Part inferior: Perfils dels cabals d’addicié dels medis de glicerol i de
metanol en la fase d’adaptacié o transicié del cultiu en discontinu alimentat de P. pastoris
GS155 que es mostra a la Figura 7-7
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El perfil d’addicié de medi ric en metanol en la fase de transicid, segueix el mateix
sistema de calcul, perd es disminueix la concentracié de metanol total afegida al cultiu per a
assolir una concentracié de 5 g/L en comptes de 8 g/L. Els perfils d’addicié del medi ric en
glicerol (M-FB-G) i ric en metanol (M-FB-M) es presenten a la Figura 7-6 a la part inferior, i en
comparacio del perfil realitzat en la fermentacio anterior, el cabal maxim d’addicio es redueix

fins a 0,7 ml/min, mantenint-se la resta de parametres.

El resultat del cultiu es mostra a la Figura 7-7, on s’observa un desenvolupament de la
fase discontinua del procés molt similar a la descrita en el cas anterior, assolint una
concentracié cel-lular superior als 20 g/L, i una velocitat especifica de creixement de 0,16 h™". A
continuacié s’inicia la fase de transici6 amb els nous perfils d’addicié descrits. Els canvis
introduits en la fase de transicidé es reflecteixen, en primer lloc, en una disminucié de la
velocitat especifica de creixement. Si en el cas anterior era de 0,077 h'', en el present cas
disminueix fins a 0,032 h™', degut a la menor quantitat de glicerol addicionat en aquesta fase.
Per una altra banda, I'objectiu que es perseguia era el de disminuir el temps d’adaptacié del
cultiu, reduint-se a unes 18 hores, en front de les 24 del cas anterior, tal i com es pot observar
en el perfil de la produccié especifica de p-galactosidasa. Aquestes millores poden ser
causades per dos motius principals, la menor addicié de glicerol que forga a I'organisme a
iniciar I'adaptacié6 amb més celeritat, i la menor concentracié de metanol final a I'etapa de
transicié, que com ja s’havia comentat anteriorment, als estadis inicials d’adaptacié del
metabolisme una concentracio elevada de metanol pot afectar el comportament de la soca de

P. pastoris.
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Figura 7-7: Resultats del cultiu discontinu alimentat de Pichia pastoris GS115, amb tres fases diferents: fase de
discontinu amb glicerol, fase transicié glicerol+metanol, i discontinu alimentat de metanol. La ultima etapa es
realitza amb limitacié de metanol, i 'addiccio es realitza mitjangant la técnica del pO»-stat. Les figures mostren la
velocitat especifica de creixement (a dalt), I'evolucio de la concentracié de glicerol, metanol i concentracio cel-lular
(al mig), i activitat especifica i volumetrica (a baix) amb el temps. Les addicions de la soluci6é concentrada d’histidina
estan indicades amb sagetes.

L’dltim canvi introduit en la fermentacié ha estat el valor de consigna del pO,-stat, que
s’ha disminuit del 45% al 35%, reflectint-se en un lleuger augment de la velocitat especifica de

creixement global en la fase discontinua alimentada, passant de ser de 0,016 h™ a 0,022 h™.
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Aquest fet permet disminuir també el temps necessari de cultiu, i augmentar per tant la
productivitat volumeétrica donat que augmenta l'addici6 del medi de metanol a causa d’un

ajustament del pO,-stat.

En aquestes noves condicions del bioprocés, s’ha obtingut uns valors de concentracio
cel-lular finals al voltant de 100 g/L, una concentracié de producte (o activitat volumétrica) de
6-10° UA/mL, i una productivitat especifica similar a I'anterior cas de 2,3-10° UA/gPS-h. Amb
aquestes condicions s’ha pogut augmentar la productivitat volumeétrica fins aproximadament
6500 UA/L-h.

Per tant, es pot considerar que I'estratégia desenvolupada per a realitzar cultius d’alta
densitat cel-lular de Pichia pastoris, d’'una manera relativament senzilla perd eficient, evitant la
inhibicié per metanol i assolint alts nivells de concentracié cel-lular, expressio de la proteina, i
productivitat. Aquest darrer cultiu sera el marc de referéncia per a I'estudi de I'analisi de procés

en el cas del sistema de Pichia pastoris.
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8. DESENVOLUPAMENT DEL SISTEMA DE
CULTIU BASAT EN E. coli, 1 B-Galactosidasa
COM A PROTEINA MODEL.
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8.1. Introduccid.

Les caracteristiques citologiques, fisioldogiques i metabdliques de I'Escherichia coli
caracteritzen les condicions de cultiu i la metodologia a emprar en el seu desenvolupament i
definici6. L’E.coli disposa d'una estructura interna senzilla, com la resta de cél-lules
procariotes, i no presenta ni compartimentalitzacié interna, ni cap tipus d’organuls, simplement
una membrana citoplasmatica i una paret cel-lular que I'hi ofereix una resisténcia a les
condicions ambientals major, per exemple, que les cél-lules animals. Aquest fet comporta que
es pugui cultivar en condicions més agressives suportant velocitats d’agitacio i cabals de
bombolleig més elevats, fet que repercuteix en un augment de la capacitat de transferéncia
d’oxigen al medi de cultiu, i per tant, en I'assoliment de concentracions cel-lulars elevades. Una
altra de les avantatges és l'alta velocitat de creixement del bacteri, que suposa un

escurgament del temps de cultiu que influeix en un abaratiment del procés productiu.

Posseeix un metabolisme aerobi facultatiu, pot metabolitzar la glucosa i la lactosa, per
citar les dues fonts de carboni més habituals en que es cultiven, entre I'extens conjunt que és
capa¢ de metabolitzar, tant en preséncia com en abséncia d’oxigen. Contrariament a altres
organismes eucariotes i procariotes, no requereix de medis de cultiu molt complexes, ni de la
disponibilitat de molécules complexes, ja que disposa de la capacitat de sintetitzar-les a partir
d’elements més simples com laigua, una font de carboni (que actua alhora com a font
d’energia), una font de nitrogen, i concentracions traces de minerals i metalls com el Fe, S,
Mg, Na, K, Ca, Co... (Gottschalk-1979). Aquestes caracteristiques permeten un facil cultiu al
laboratori, podent-se utilitzar medis simples i definits, que després facilitin el disseny

d’estratégies de cultiu per a I'obtencié de cultius d’alta densitat.

L’E.coli ha estat utilitzada a nivell industrial, primerament en la produccié d’'un ampli
espectre d’enzims, i posteriorment en la produccié de proteines recombinants per a I'Us
terapéutic huma (com les interleuquines 1,2 i 3 (antitumorals), factor d’alliberament de
I'hormona de creixement, urokinasa (anticoagulant)...) (Vila-2001). No obstant, depenent de
I'ds i la via d’administracio, aquests tipus de proteines requereixen de processos de purificacio
exhaustius per a evitar respostes immunitaries adverses de l'organisme receptor, huma o

animal, degut a la preséncia d’endotoxines provinents del bacteri.

Les soques que s’utilitzen en el present treball sén M15 prep4 transformades amb el
constructe pTCO46-Bgal (induible per IPTG), i pJCO46-Bgal (induible per temperatura).
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8.2. Estudis previs pel desenvolupament d’estratégies

de producci6 en bioreactor.

8.2.1. Eleccio del medi de cultiu.

Els medis de cultius per a bacteris es poden agrupar en tres grups principals:

e Medis complexes: utilitzen extractes (normalment de llevats), la composicié del quals no es
coneix exactament i pot variar segons el lot de produccid, o el proveidor. S6n medis
ampliament emprats per tasques de laboratori, en I'ambit de l'enginyeria genética i
molecular en el procés de construccié de la soca d’interés. No son recomanables per a
processos productius on es pretengui desenvolupar estratégies de cultiu d’alta densitat,
basicament, per la dificultat de conéixer i seguir la concentracié dels substrats que s’estan

emprant, i per ser medis generalment no equilibrats.

e Medis semicomplexes: Similars als anteriors, perd usen un font de carboni principal
coneguda, i els extractes acostumen a ser complements del medi, o fonts de carboni

secundaries.

e Medis definits: son medis de composicid i concentraci6 de substrats coneguda,
caracteristica que permet desenvolupar estratégies de cultiu més complexes per a
I'obtencié de cultius d’alta densitat. Dins d’aquest grup també hi ha els medis anomenats
minims, que contenen només els elements essencials per al creixement cel-lular i

I'expressio de les proteines d’interées.

En el cas de cultius bacterians, la importancia del medi cultiu no recau tant en el cost
que representa (com era en els casos de cultius cél-lules animals), sin6 en les possibilitats que
ofereixi el medi de desenvolupar estratégies de cultiu d’alta densitat cel-lular de manera
controlada. Per aquest motiu, es realitza en primer lloc una busqueda d’'un medi de cultiu
definit que ofereixi un rendiment similar als medis complexes. Es comparen els creixements de
la soca en diferents medis definits, com el MD (Yee i Blanch-1993) i el M9 (suplementats amb

50 mg/L de tiamina), i per a poder avaluar el resultat es compara també amb el creixement en
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un medi classic complex, el medi LB (Maniatis i col.-1982). Les composicions detallades dels

medis es poden trobar en I'apartat de Materials i Métodes.

La série experimental es realitza en erlenmeyers de 250 ml amb un volum de treball de
50 ml, a 37°C i una velocitat d’agitacié de I'orbital de 200 rpm. Els indculs provenen de cultius
crescuts també en erlenmeyer, i la concentracid cel-lular inicial és aproximadament de 0,15 g
(pes sec)/L. Els resultats dels cultius de la soca pTCO46-Bgal es mostren a la Figura 8-1.
S’observen que els perfils assoleixen una densitat cel-lular similar, aproximadament de 1,7 g/L
en el medi MD, de 1,52 g/L en el M9 i de 1,4 g/L en el medi LB. En els casos del creixement en

medi definit (MD i M9), sembla que hi hagi una petita fase de laténcia

2,0

Pes Sec (g/l)

Temps (h)

Figura 8-1 Cinética de creixement de la soca M15 pTCO46-Bgal, per a diferents medis de
cultiu: Medi complex LB, i els medis definits MD i M9 (ambdés amb tiamina 50 mg/L)

A partir de les dades dels perfils de creixement dels diferents casos, es poden calcular
les velocitats especifiques maximes per a cada cultiu, a partir de l'aplicacié del balanc de
matéria per la concentracié cel-lular en un cultiu en discontinu. Els valors dels parametres de
les diferents regressions es recullen a la Taula 8-1, on el pendent de la recta de regressio

correspon al valor de la maxima velocitat especifica de creixement.
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Observant els grafics, i analitzant els perfils i les velocitats especifiques de creixement
es pot afirmar que, els medis definits explorats no presenten limitacions respecte el creixement
en medi ric (complex). El valor de les velocitats especifiques maximes de creixement sén del

mateix rang, igual que la densitat final dels cultius assolida.

Medi de cultiu LB MD + tiamina M9 + tiamina

u(h™ 0,49 0,51 0,45

Taula 8-1: Recull dels parametres de les regressions lineals efectuades en I'experiment de
medis de cultiu, per a calcular la velocitat especifica maxima de creixement de la soca per
diferents medis de cultiu.

El medi finalment escollit és el medi MD, ja que ofereix una velocitat especifica de
creixement lleugerament superior respecte el medi M9, i la concentracio final que s’assoleix és
també lleugerament més alta. A nivell practic, la complexitat de la seva elaboracié no és gaire
diferent del medi M9, tot i que tingui més components, i els corresponents preus tampoc no

difereixen gaire.

8.2.2. Estudi metabolici fisiologic de la soca de E.coli M15.

Cultiu en discontinu en bioreactor.

Una vegada el medi de cultiu ja ha estat escollit, per a poder descriure quines son les
seves limitacions tant a nivell de creixement del biocatalitzador, com del comportament
metabolic i fisioldgic que descriu 'organisme, és aconsellable realitzar cultius en bioreactor per
a poder estudiar i caracteritzar els substrats consumits, aixi com els metabdlits resultants del
metabolisme, ja que aquest sistema, a diferéncia dels cultius en erlenmeyers, no presenten
tantes limitacions per a garantir una concentracié d’oxigen dissolt determinada i constant, i per

tant evitar alteracions en el metabolisme bacteria.

En Figura 8-2 es mostra el cultiu en discontinu realitzat en un bioreactor de 2 litres,
amb un valor de consigna de pO, del 40% (emprant un control en cascada de I'agitacié en un

rang entre 200 i 800rpm, i juntament amb polsos d'aeracid), i un pH de 7. Es realitza el
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seguiment de la concentracié cel-lular (en unitats de pes sec), el substrats principals (glucosa

com a font de carboni i amoni com a font de nitrogen) i el subproducte principal (acid acetic).

6 10 -5
L\ —O——— Pessec | i
5 Ry — = — Gl g 4
_ ~_ —_— —A— — HAc
_ 4- \ ......... Vo NH4+ r = | g
3 62 3=
QO 8 +:E
) 40 -2 2
& B -
-2 -1
0 -0

Figura 8-2: Cultiu en bioreactor de 2 litres i en estratégia discontinua de la soca M15 pTCO46-Bgal en el medi de
cultiu MD. Perfils de concentracié cel-lular en pes sec (o), de glucosa (m), d’acetat (¥ ) i d’amoni (A).

Com es pot observar, el medi MD emprat (amb 10g/L de glucosa inicial), permet assolir
una concentracio final de cél-lules de 3 g/L, fins que s’atura el creixement en el moment en quée
s’esgota la font de carboni. La Taula 8-2 mostra els valors dels principals parametres que

s’han calculat a partir de les dades obtingudes del cultiu en la fase de creixement exponencial.

Mmax 0,56 h”

Yxs 0,344 g Pes Sec/ g Substrat consumit
Yhacs 0,205 g Acétic produit/ g Substrat consumit

Y Amoni-s 1,7-107 g Amoni consumit / g Substrat consumit

Taula 8-2: Principals parametres cinetics i de rendiments obtinguts en el creixement en
discontinu de la soca d’E.coli M15 pTCO46-Bgal en medi MD.

El perfil de I'evolucié de la concentracié d’amoni mostra un lleuger descens, des d’'una
concentracio inicial aproximadament de 0,8 g/L, fins a una concentracié de 0,6 g/L al final del
cultiu. Com ja és conegut, I'amoni tot i ser essencial pel creixement de les céllules, té un

requeriment d’aproximadament cinquanta vegades inferior al de la glucosa, perd la
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caracteristica més important recau en la seva doble accié sobre el creixement. Per una banda
és imprescindible com a font de nitrogen, perd per altra banda és un dels substrats que
indueixen més inhibicié per toxicitat a elevades concentracions. Aquest fet condiciona
'estratégia de com han de ser aportats els nutrients en els cultius, que sera estudiat i discutit
més endavant en aquest capitol. Finalment, s’observa que el perfil de la concentracié d’acid
aceétic, que conforma el principal subproducte del metabolisme de I'E. coli, i que esta lligat
directament amb el consum i metabolitzacié de la glucosa, creix amb una relacié d’un 20%
respecte la glucosa introduida (Yuacs = 0,205 g/g). L'acumulacié acid acétic juntament amb
'acumulacié de I'amoni, han estat descrites com les dues causes principals que causen
inhibicio del creixement dels cultius d’E.coli (Luis Vidal-2006; Vila-2001).

[LUCOSA ext] ———— GLUCOSA int~_— T SUCRES,
PTs AACIDS
o lq— PENTOSES
CO;, ATP, NADH, 4 FOSFAT
AACIDS FOSFOEMOL .y NADPH;
LIFIDS _ PIRUVAT RNA,
PEPTIDGELICA BNA

PIRUVAT————  LACTAT

l AACIDS

€0;, ATP 4——ACETILC6A ———p  ETANOL

ACETAT
AACIDS (FORMIAT):H:+CO5
LIPIDS
Y
OXALACETAT
€0., GTP,
S NADH,
AACIDS (COOH) DELS ACIDS —  EADH:
TRICARBOXILICS AACTDS
DMA
SUCCINAT BNA
LIPID S
NADH+H"*
NADPHH*
% Oz H.O
MAD+
MAD(FY

Figura 8-3: Esquema de les rutes metaboliques del bacteri E.coli on es recull les reaccions bioquimiques per a la
sintesi de material cel-lular i I'expressié de proteines d’interés, com els mecanismes de generacié d’energia.
(Vila-2001)

L’acid acétic es produeix com a subproducte del metabolisme de la glucosa,
acumulant-se en el brou de cultiu al ser excretat per la soca bacteriana, com es pot observar
en el quadre metabdlic mostrat a la Figura 8-3. La glucosa, després de ser transportada a

l'interior de la cél-lula, és degradada per la via de la glicolisi a dues molécules de piruvat, que
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és convertit posteriorment, per mitja d’'una deshidrogenacié i descarboxilacid, a AcetilcoA,
alliberant-se en les primeres reaccions energia que és emmagatzemada per a la fosforilacié de
les molecules d’ ADP a ATP. En aquest procés, per cada molécula de glucosa s’obtenen dues
molécules d° ATP i dues de NADH; (que aporta poder reductor). Una vegada la glucosa ha
estat degradada fins a AcetilcoA, una part d’aquest és incorporat al cicle delc acids
tricarboxilics (CAT), que és la via metabdlica on s’assoleix la mineralitzacio total de la font de
carboni, obtenint-se com a subproductes CO, i H,O, i aprofitant aixi al maxim I'energia
associada a la molécula d’AcetilcoA. Al CAT, I'AcetilCoA cedeix un grup acetil a 'oxalacetat,
convertint-se a citrat. Després de tot el conjunt de reaccions que conformen el CAT, en que
s’obté poder reductor en forma de NADH,, FADH, i GTP, la molécula de citrat es torna a
convertir en una molécula d'oxalacetat, que a la vegada pot acceptar una altre grup acetil
permeten tornar a fer girar el CAT. Els productes finals del CAT sén el CO,, H,O, i precursors
de sintesi, poder reductor i 32 molécules de ATP per cada molécula de glucosa oxidada. Una
part de les molécules de NADH, i FADH, generades s’utilitzen per a funcions de biosintesis,
perd basicament sén utilitzades per a regenerar enllagos fosfat rics en energia en el procés de
fosforilacié oxidativa, que té lloc en la cadena de transport d’electrons, mentre que I'acceptor

d’electrons és I'oxigen molecular.

Per I'altra banda, no tot I’AcetilcoA que es genera a la via de la glicolisi s’'incorpora al
CAT, i una part és desviada cap a la formacio d’acid acétic que és excretat de la cel-lula.
Aquesta biotransformacié genera ATP, que és aprofitat per la cél-lula, tot i que el rendiment
que se’n extreu és molt inferior que I'oxidacié en el CAT. Les condicions en que s’efectua el
creixement de I'E.coli poden fer variar I'equilibri entre aquestes dues rutes, de forma que es

produira una major o menor acumulacié d’acid acétic en el brou de cultiu.

Aquest comportament s’ha observat en altres treballs. Aixi, en una analisi dels fluxos
metabolics de I'E.coli realitzada dins del mateix grup de recerca (Vila-2001) es va poder
observar i quantificar que per cada 100 mmols de glucosa metabolitzats, només s’obtenen
118,36 mmols de piruvat (dels 200 estequiométrics que els hi correspondria), mentre que la
resta es destinen a precursors de sintesi cel-lular. Per altra banda, la suma de tots els fluxos
que participen en la sintesi de material cel-lular (considerant els principals precursors de
biosintesis G6P,R5P, G3P, PG, PEP,Pyr,AcetilcoA i OAA, i tenint en compte les relacions

molars) un 54 % de la glucosa és convertida a cél-lules.

El funcionament del CAT es basa en 'existéncia de dos punts d’entrada de metabdlits,
un prové del PEP que no es transforma totalment a piruvat, siné que també genera oxal-acetat

(OAA). Per una altra banda, del piruvat format una part es destina a biosintesi, i només
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aproximadament la meitat de la glucosa introduida inicialment arriba a AcetilcoA. L’entrada de
AcetilcoA i de OAA en el cicle dels acids tricarboxilics, ha de ser estequiométrica, per tant
aproximadament una tercera part de I'AcetilcoA pot ser introduit al CAT, mentre que de la
resta, una part es destina a precursors de sintesi i l'altra es expulsat en forma d’acetat.
Aquestes vies de metabolitzacidé de la glucosa, i de I‘'excrecié de I'acetat ha estat recollit en

diversos models metabolics (Holms-1996).

Efecte de les concentracions de metabolits en el creixement d’Escherichia

coli.

Préviament a la definici6 de l'estratégia d’addici6 de nutrients per a cultius d’alta
densitat, és necessari descriure els efectes de les concentracions de nutrients i subproductes,
aixi com de les condicions de cultiu, per a determinar els marges en que les concentracions

d’aquests elements esdevindran inhibitories per la soca de treball.

Es plantegen una série d’experiments amb [I'objectiu d’estudiar I'efecte de les
concentracions de metabolits en el creixement, a partir de I'analisi de les velocitats
especifiques maximes de creixement de la soca en questié. Es preparen diferents erlenmeyers
amb medi MD on s’afegeix diferents concentracions del metabolit d’estudi, i es calcula la
velocitat de creixement maxima en la fase de creixement exponencial de la soca, garantint aixi
que la limitacié del cultiu no sera produida per una possible limitacié d’algun substrat o per

limitacio d’oxigen dissolt en el sistema.

Els diferents metabdlits o substrats, i les seves concentracions que han estat
referenciats com a principals causants d’inhibicions dels cultius d’E.coli sén: glucosa (50 g/L),
amoni (3 g/L), acetat (5 g/L), magnesi (8,7 g/L), fosfor (10 g/L) i ferro (1,15 g/L)
(Riesenberg-1991; Riesenberg i col.-1991). En el present cas, i emprant com a criteri la
demanda dels metabdlits o la seva produccio, s’estudiara I'efecte de la glucosa, amoni i fosfat

(com a substrats principals), i 'acetat (com a subproducte).

La serie experimental es realitza en erlenmeyers de 250 ml amb un volum de treball de
50 ml, a 37°C i una velocitat d’agitacié de 200 rpm. Els indculs provenen de cultius crescuts en
erlenmeyer, i la concentracié cel-lular inicial és de 0,15 g (pes sec)/L. Les mostres s’extreuen

en intervals d’'una hora aproximadament, durant les primeres 5-6 hores de cultiu.
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Efecte de la concentraci6 de glucosa.

En primer lloc s’estudia el principal substrat, la font de carboni i energia del medi de
cultiu. Si es considera la glucosa, el rendiment que s’ha calculat és proper a 0,3 g de cél-lules
generades per gram de substrat consumit, i donat que es planteja I'objectiu de superar els 50
g/L de pes sec en els cultius d’alta densitat, resultara necessaria I'addici6 de més de 200
grams totals de glucosa (suposant un volum final de 1250 ml). Per tant, la velocitat a la que es
pugui administrar la glucosa, i la carrega del medi inicial es podran definir a partir de la

concentracio d’inhibicio.
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Figura 8-4 Variacio de la velocitat especifica maxima de creixement de la soca M15
pTCO46-Bgal en cultius en discontinu en funcié de la concentracié inicial de glucosa en
medi MD.

Els resultats mostren que per a una concentracié entre 10 i 20 g/L de glucosa en el
medi inicial de cultiu, la velocitat de creixement no varia gaire i es manté al voltant de 0,5 h”
(Figura 8-4). A partir de 20 g/L la disminucié de la velocitat especifica de creixement és més
notdria, assolint un valor 35-40% inferior quan la concentracié del substrat és de 50 g/L. En
consequéncia, es defineix que la concentracié limit de glucosa en el medi de cultiu no ha de

superar els 20 g/L.
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Efecte de la concentracio d’amoni.

L’amoni és un substrat imprescindible com a font de nitrogen per a la conformacio
d’aminoacids, tot i que en quantitats menors que la glucosa. L’amoni, a part de ser emprat com
a font de nitrogen, resulta critic perqué també sera usat com a regulador del pH durant el
bioprocés, evitant aixi I'addicié d’altres substancies reguladores de pH, com el NaOH o el

KOH, que augmenten la carrega osmotica del medi de cultiu.

0,6

0,5

04 -

Hmax (h

0,3 A

0,2 T T T T T T T
0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5

Amoni (g/l)

Figura 8-5 Variacio de la velocitat especifica maxima de creixement de la soca M15
pTCO46-Bgal en cultius en discontinu en funcié de la concentracié de amoni exogen inicial,
addicionat al medi MD.

L’experiment es dissenya a partir de I'addicié d’amoni al medi MD, i afegint-hi diferents
quantitats d’amoni, entre 0 g/L fins 3,25 g/L d’amoni en els diferents erlenmeyers. A aquesta
concentracio s’hi ha de sumar la concentracié d’amoni que el medi MD ja duu inicialment en la
seva composicio (1 g/L), per aquest motiu, a la Figura 8-5 es representa I'amoni total present
en el medi, obtenint-se com a rang d’estudi valors des de 1 g/L fins a 4,25 g/L. El pH del medi
s’ajusta amb HCI, per a evitar I'efecte del canvi pH en el creixement, i que la inhibicié per

amoni pogués quedar emmascarada.

Els resultats mostrats a la Figura 8-5 denoten l'important efecte inhibitori de I'amoni
sobre la velocitat de creixement del cultiu. Per valors de concentracié d’amoni de 2 g/L la
velocitat especifica de creixement disminueix a 0,35 h™, un 30% menys que el valor de la

velocitat calculada pel medi MD. El descens en el valor de la velocitat especifica de creixement
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respecte 'augment gradual de la concentracié d’amoni per sobre de 2 g/L, és menor i es
manté en un valor proper a 0,3 h™', representant un descens del 40% del seu valor. Els
resultats obtinguts delimiten un estret marge on la concentracié d’'amoni esdevé no inhibitoria, i

aquest marge es limita a concentracions d’amoni inferiors a 1,5 g/L.

Ffecte de la concentracio del fosfor.

El fosfor és un element necessari per a la sintesi de RNA i DNA, i com a recurs
d’emmagatzematge d’energia degut a la gran quantitat d’energia dels enllagos de fosforil-lacié.
No obstant, el seu consum i percentatge en la composicié cel-lular és molt menor. La relacio
de preséncia del fosfor respecte el carboni és 50 vegades inferior en unitats molars
(Vila-2001).

Observant la Taula 8-3 on es mostra la composicié elemental del bacteri E.coli, la
relacié que hi ha entre la preséncia de carboni i de fosfor en la composicié cel-lular és de 30
vegades superior pel carboni (en unitats massiques). A més, s’ha de tenir en compte que part
del carboni que I'organisme consumeix provinent de la font de carboni principal, és expulsat en
forma de CO, i altres subproductes per tal de poder aconseguir energia, i consequentment, la
concentracié de carboni (en forma de font de carboni) en el medi ha de ser major de 30

vegades respecte la de fosfor.

Contingut de I'element en I'organisme

Element
En % (g/g pes sec)
C 90,91%
N 10%
P 2,94%
K 1,89%
Na 1%
S 0,61%

Taula 8-3: Presencia de cada un dels elements principals que conformen la composicié del bacteri E.coli
expressats en funcié percentual referida al pes sec (Bailey i Ollis-1977).

La peculiaritat del fosfor, és la seva administracié en els cultius en forma d'i6 fosfat.
Degut a molt baixa solubilitat, la seva addicié o concentracié en el medi de cultiu esta limitada,
i aquest és un fet que cal tenir en compte, per exemple, en el moment de preparar medis

concentrats per a cultius en discontinu alimentat, on es poden formar precipitats. El medi MD
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en la seva composicié conté 2,75 g/L de fosfor comptabilitzant els dos compostos presents
KoHPO, i KH,PO,4. L'estudi de I'efecte de fosfor inclou des de la meitat de la composicio inicial
1,378 g/L, fins a una carrega de 6,1 g/L, i es desenvolupa en les mateixes condicions que els

experiments dels anteriors apartats.

0,7
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Figura 8-6: Variacid6 de la velocitat especifica maxima de creixement de la soca M15
pTCO46-Bgal en cultius en discontinu en funcié de la concentracié de fosfor inicial en medi
MD.

Els resultats presentats a la Figura 8-6 mostren una inhibicié progressiva del
creixement a mesura que augmenta la concentracié de fosfat, inclis el medi MD mostra una
velocitat menor que el medi MD en que s’ha rebaixat la concentracié de fosfat a la meitat. En
el medi MD s’observa una velocitat especifica maxima de creixement de 0,5 h™ com ja s’havia
observat repetidament en els experiments anteriors, mentre que el medi MD amb la meitat de
la carrega inicial de fosfat, la velocitat augmenta fins a 0,6 h”. La resta del rang de
concentracions estudiat mostra una progressiva disminucié de la velocitat especifica fins a
valors propers a 0,4 h™. Per tant, la conclusié que se’'n extreu és que el medi amb la seva
composicio inicial ja té una certa inhibicid, per tant es podria considerar I'opcié de disminuir la
carrega de fosfat en el medi MD. No obstant, s’ha de considerar que I'administracié de fosfat
s’haura de realitzar independentment de I'addicié de medi concentrat, ja sigui de forma manual
o automatitzada. Consultant dades d’altres estudis, s’observa que el rendiment biomassa-
fosfor és aproximadament de 34 grams de pes sec per cada gram de fosfor consumit (Luis
Vidal-2006), per tant es pren una solucié6 de compromis que consisteix en conservar la
composicio de fosfat del medi MD, de manera que aporti suficient quantitat per a desenvolupar

el cultiu. En aquells cultius que es cregui oportu degut a la seva alta densitat cel-lular és
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realitzara una addicié puntual de fosfats, evitant aixi la necessitat d’automatitzar I'addicié de
fosfats al llarg del cultiu.

Efecte de la concentraci6 d’acid acetic sobre el sistema d’expressi6: velocitat

especifica de creixement i velocitat especifica de producci6 de la proteina
d’interes.

L’acid acétic és el subproducte maijoritari en els cultius d° Escherichia coli, i la seva
acumulacio en el brou de cultiu, no tan sols pot inhibir el creixement cel-lular, siné que a més a

més afecta també I'expressio de proteines recombinants, com ja s’ha discutit més ampliament
en el present capitol.

Aixi doncs, si no hi ha una limitacié en el medi de cultiu que forci una reestructuracio
metabolica de I'organisme, I'acumulacié d’acid acétic inhibira el creixement bacteria provocant

una disminucié de la velocitat de creixement del cultiu. A mesura que augmenti la durada del

cultiu per tal obtenir altes densitats cel-lulars, aquesta problematica s’agreujara.

L’experiment que es mostra a la Figura 8-7 es planteja de forma homologa a la que

s’han realitzat la resta, afegint al medi MD diferents concentracions d’acid acétic (entre 0 i 10
g/L).

0,55

0,20 T T T 1
0 4 6
Acid acétic inicial (g/1)

Figura 8-7: Variacié6 de la velocitat especifica maxima de creixement de la soca M15
pTCO46-Bgal en cultius en discontinu en funcié de la concentracié d’acid acétic exogen
inicial en el medi MD.

- 229 -




Analisi d’alternatives per a un bioprocés per produccié d’una vacuna animal

El rang de concentracions d’acid aceétic estudiat és de 0 a 10g/L en el medi MD inicial,
observant-se un efecte clarament inhibitori. La velocitat especifica maxima de creixement en
abséncia de d’acid acétic té un valor de 0,5 h™ (valor observat habitualment en el medi MD), i
comenga a disminuir de forma practicament lineal a mesura que augment la concentracio
d’acid aceétic fins a valors inferiors a 0,3 h™', és a dir, una reduccié del 40% quan la

concentracié del metabdlit és de 10g/L.

D’acord amb altres autors que han estudiat diferents sistemes d’expressié de proteines
recombinants en E.coli, 'acid acétic és el subproducte que més afecta a la seva expressio
(Brown j col.-1985; Rinas i col.-1989). Un estudi en continu en condicions limitants de glucosa,
i addicié d’acid aceétic fins a 2,4 g/L reduia la velocitat especifica de produccié de la proteina
recombinant en un 38% (Bech-Jensen i Carlsen-1990).

Per estudiar aquest efecte, es realitzen cultius en que al medi inicial se li afegeix una
quantitat d’acid acétic exogen, i es procedeix a la induccié del cultiu amb I'addicié d'IPTG
1mM, i s’avaluen les velocitats especifiques de produccié de I'enzim B-galactosidasa. Els
resultats es mostren a la Figura 8-8.

3,00e+5
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2,00e+5 -
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1,50e+5 A
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0 2 4 6 8 10

Acid acétic (g/1)

Figura 8-8: Efecte de la concentracié d’acid acetic en el brou del cultiu sobre la velocitat
especifica de produccié de la B-galactosidasa. La concentracioé d’acid acetic esta referida a
HAc exogen que s’ha introduit al medi de cultiu.
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Els resultats que s’han obtingut indiquen que, efectivament, la concentracié d’acid
aceétic inhibeix la velocitat especifica de produccio de la proteina d’interés, que es valora amb
una pérdua d’'un 16% de I'expressié quan s’indueix el cultiu amb una preséncia de 5 g/L d’acid
aceétic, i aquesta pérdua augmenta fins a un 40% quan la concentracié d’acétic és de 10 g/L.
S’ha de tenir en compte que, des d’'un punt de vista de productivitat volumétrica, la disminucio
d’'aquesta en preséncia d’acid acétic, sera deguda a un efecte conjugat de la disminuci6 de la
velocitat de generacié de cél-lules, i de la disminucié de la productivitat especifica d’aquetes, i

consequentment els efectes de la inhibicié resultaran més severs.

Observant els resultats, es fixa que la concentracié d’acetat recomanable en els cultius
d’'alta densitat cel-lular sigui inferior a 2 g/L, per a evitar aixi la disminucié de la velocitat
especifica de creixement per efectes d’inhibicio, i la disminucié de la velocitat especifica de

produccié de la proteina recombinant.

8.3. Cultius d’alta densitat cel-lular en bioreactors.

Els cultius d’alta densitat cel-lular d’E.coli, com en els cassos precedents, han de ser
definits mitjangant estrategies que tinguin en compte el metabolisme cel-lular, el creixement,
els requeriments de nutrients, i 'acumulacié de metabdlits inhibidors, com I'acid acétic. Pel que
fa a aquest darrer punt, estudis en cultius en continu apunten a la limitacié de la velocitat del
metabolisme oxidatiu de la E.coli, com a responsable de I'acumulacié d’acid acétic (Han i
col.-1992; Suarez i Kilikian-2000).

En cultius on la velocitat de creixement esta limitada, o és baixa, I'abastiment dels
requeriments d’anabdlits i de catabolits pot ser cobert pel metabolisme oxidatiu, mentre que en
cultius amb velocitats de creixement més altes, aquests requeriments no serien del tot coberts,
i la derivacioé de la ruta de la glucodlisi i del CAT cap a la formacié de acid acétic permet facilitar
la demanda d’energia (ATP), i poder reductor (NADH,) necessaris (Han i col.-1992). Segons
les soques emprades i les condicions de cultiu dels diferents experiments, la velocitat critica de
dilucié dels experiments en continu en el que no s’observa acumulacié de acid acétic varien
entre 0,17 h™ (Korz i col.-1995) i 0,35 h™" (Riesenberg-1991).

La Figura 8-9 mostra de forma aproximada (basant-se en dades bibliografiques) la
relacié que hi ha entre la velocitat especifica de produccié d’acid aceétic i la velocitat especifica
de creixement. S’observa que hi ha dues zones diferenciades: la zona A, correspon a nivells

de limitacié de la velocitat especifica de creixement (per limitacié de I'addicié de substrats) i en
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aquest cas, no hi excrecié d’acid acétic al brou de cultiu. Per altra banda, la zona B correspon
a aquelles velocitats de cultiu que tenen associades produccié de subproductes d’oxidacié
incompleta, degut a I'estat metabodlic més activat.

™
©

g, gHAc/gPSh 4

Figura 8-9: Esquema il-lustratiu de la variacié de la velocitat especifica de produccié d’'acid acetic, en funcio de la
velocitat especifica de creixement. El perfil de la corba és aproximar i orientatiu, basat en dades bibliografiques. El
punt (o) correspon al valor que s’ha obtingut en la fase de creixement exponencial del cultiu en discontinu en aquest
treball (Figura 8-2). La zona A correspondria a les velocitats especifiques de creixement on no es produeix excrecio
d’acid acetic al medi, mentre que la zona B correspondria al cas contrari.

L’estratégia a plantejar per a aconseguir cultius d’alta densitat, haura de basar-se en la
limitacid de I'acumulaciéo d’acid acétic que pogués inhibir el creixement cel-lular. De les
diferents estratégies que s’han descrit per a controlar la concentracié de I'acetat es destaquen
dos grups diferenciats: I'extraccido de I'acetat produit del medi, i evitar I'excrecié d’aquest
subproducte.

El primer grup, i el menys extens, es centra en estratégies de perfusio o dialisi, és a dir,
estrategies en que el medi fresc entra en el sistema i s’extreu medi parcialment o totalment
esgotat, retenint les cél-lules en el bioreactor (Fuchs i col.-2002). Les condicions de cultiu en
les que treballen és situen en la zona B del grafic, per tant, no limiten la velocitat especifica de
creixement. Aquests sistemes necessiten de moduls de filtracié tangencial, o bé membranes
de dialisi, a part d’equips per a la circulacié dels fluids, aixi com un volum molt major de medi.
Aquestes caracteristiques fan descartar aquesta estratégia de cultiu en aquest treball. No
obstant, s’ha de remarcar els alts nivells de concentracio cel-lular aconseguida amb aquesta

metodologia, al voltant de 190 g de pes sec/L (Nakano i col.-1997).
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El segon gran grup es centra en evitar 'acumulacioé d’acetat en el medi de cultiu, sense
la necessitat d’extreure medi esgotat del bioreactor, situant-se en la zona A del grafic. Aquest
tipus d’estratégia es centra en cultius discontinus alimentats on es limita la velocitat especifica
de creixement. Aquests sistemes son molt més senzills i barats, i han permes assolir bons
resultats com concentracions cel-lulars de 150 g de pes sec/L (Horn i col.-1996). D’aquest
segon grup s’han descrit diferents estrategies per a controlar I'alimentacié del medi concentrat,
des de models de creixement exponencial fixats (llacos de control prefixats i sense
retroalimentacié de mesures en linia) (Wilms i col.-2001), o controls de la velocitat especifica
de creixement a partir de la mesura en linia de la font de carboni (Macaloney i col.-1996), o bé
per manteniment de variables en un valor constant com poden ser el pH o l'oxigen dissolt
(Akesson i col.- 2001).

Un dels aspectes més sensibles a I'hora de desenvolupar aquestes estratégies
consisteix en fixar la velocitat especifica de creixement del cultiu. Aquest valor s’ajustara en
aquest treball a mesura que es realitzin els diferents cultius d’alta densitat cel-lular, amb una

aproximacié experimental del tipus prova-error.

8.3.1. Estratégia per a cultius d’alta densitat cel-lular: Cultius
discontinus alimentats d’E.col.

El criteri que s’ha fet prevaldre a I'hora de definir els sistemes CADC és el de
desenvolupar sistemes que siguin robusts, relativament simples i amb pocs requeriments
d’'instrumentacio i d’equipament auxiliar. El sistemes en discontinu alimentat poden complir
amb aquestes condicions, i permeten obtenir nivells elevats de concentracioé cel-lular i altes
productivitats. D’altra banda, donada la seva relativa simplicitat, el seu cost és inferior respecte

a altres sistemes com la perfusio.

També s’han emprat criteris similars per a I'eleccié del sistema de control de llag obert
(perfil d’addicions prefixat). S’escull el sistema més simple i econdomic que consisteix en
'addicid del medi concentrat seguint un perfil d’addicié prefixat a partir de valors dels
parametres calculats amb anterioritat, sense emprar un lla¢ tancat de control. Aixi doncs, les
mesures en linia no sén utilitzades per a adequar el sistema d’addici6 a les possibles

pertorbacions que poguessin succeir. Aquesta és la principal desavantatge d’aquest sistema,
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perd es pot palliar el seu possible efecte emprant uns valors dels parametres de control
conservatius. El tipus d’addicié pot ésser constant, amb un augment lineal,0 bé amb un
augment exponencial. El perfil escollit ha estat I'exponencial, degut a que s’ajusta més al perfil
requerit per a un cultiu, i també permet assolir altes densitats cel-lulars en menor temps que

els altres tipus de perfils d’addicid, mantenint controlada la velocitat especifica de creixement.

L’algoritme d’addicié del medi concentrat es defineix a partir dels balangos de matéria,
de substrat, i de biomassa aplicats en un sistema discontinu alimentat, que es detalla en les

seglents equacions:

d(S'vV
Q.-S, -1, -V=0+3EY
dt Equaci6 8-1
Q.-Sy=rs-V Equacié 8-2
Iy :(Y' ‘H+mst X
X8 Equacio 8-3
rs — L. /J'X
Yis Equacié 8-4
1
Qe 'SO :_.ILIXV
Ys Equaci6 8-5

On Q. és el cabal dentrada, S, la concentraci6 de substrat, S,;, concentracié de
substrat al medi d’addicio, rs, velocitat de consum del substrat, X, concentracié cel-lular, Y'xs,

redniment biomassa-substrat intrinsec, Yxs, redniment biomassa-substrat aparent.

Partint de I'expressié general del balang de matéria aplicat al substrat en un sistema
discontinu alimentat on la sortida és nul-la (Equacié 8-1), i donada I'estratégia de limitacié de
substrat per a limitar la velocitat especifica de creixement (per tant la concentracié de substrat
al bioreactor sera zero), s’obté Equacio 8-2. Considerant I'expressio de la velocitat de consum
de substrat, aquest es destina a la produccié de les cél-lules i al seu manteniment (Equacié
8-3), perd que pot ser simplificada substituint el rendiment intrinsec biomassa-substrat (Y’xs)

pel rendiment biomassa-substrat observat o aparent (Yxs), el qual ja t¢ en compte el terme
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manteniment (msx) (Equacié 8-4), i substituint en I'expressié del balan¢ (Equacio 8-2) s’obté

finalment I'expressio descrita a 'Equacié 8-5.

A continuacié s’ha d’avaluar el balan¢g de matéria aplicat a la concentracié de cél-lules
per a posteriorment relacionar els dos balangos: partint igualment del balang general i degut a
que en el medi d’addicid no hi ha cél-lules, i que la sortida continua sent nul-la s’obté 'Equacié
8-6. La definicio de velocitat de produccié de cél-lules ve donada per I'expressié de I'Equacio

8-7 , que substituint en el balang proporciona I'Equacio 8-8.

dX-V
0-r,-V=0+ (XV) Equacié 8-6
ry = pX Equacio 8-7
d(X-V
pX-V = (—) Equacio 8-8
dt
d(X-V
pedt = dxX-vy Equacio 8-9
XV
X. V.
ln(ﬁ] =pt,,, —t;) Equaci6 8-10
Xi1Via = X0V, exp(u-At) Equacio 8-11

On els subindex i és el valor de la variable en el moment determinat, i el subindex j+171
és la projeccié del valor de la variable que s’espera al final de I'interval corresponent a I'addicié

de medi en el moment i.

Reordenant les variables amb els seus respectius diferencials per a poder integrar
'Equacié 8-9, i considerant com una Unica variable el terme “V-X", és a dir la quantitat de
cél-lules totals, es pot integrar I'equacié obtenint-se 'Equacié 8-10, i transformar-la en equacié

exponencial arribant a 'Equacioé 8-11.

Finalment, resta relacionar els balangos de matéria aplicats a les cél-lules i al substrat

per a poder calcular la quantitat de substrat necessari per a fer créixer el cultiu a una velocitat
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determinada durant un periode de temps futur. Aixi doncs, s’iguala 'Equacio 8-5 amb I'Equacié

8-8, obtenint-se I'Equacio 8-12.

1 dX-V
Q. Sy=— XV) Equacio 8-12
Y, dt
t, X..,V.
i+1 1 i+1 i+l d X.V
S, J.Qe°dt = I (XV) Equaci6 8-13
" Yys xy, Ot

1
Sy Va(t) = Y_°(Xi+1 “Via XV, ) Equacio 8-14

XS

1

V. (t,)= X, V. -exp(p-At)- X, V] Equacié 8-15

Sy Yxs

1

V., (t)= XV, {exp(p-At)-1] Equacié 8-16

0" Xxs

Integrant 'Equacié 8-12, tenint en compte que la concentracié de substrat del medi
d’addicio (Sg) i el rendiment biomassa-substrat (Yxs) son constants, i que el cabal del medi
d’addicioé per a cada interval de temps sera puntual i també constant, i per tant Va = Q¢-At,
s’obté I'Equacio 8-14. Si en aquesta expressié es substitueix 'Equacio 8-11 que relaciona la
concentracié cel-lular en un instant de temps determinat t;, i la concentracio cel-lular en un
instant de temps projectat al futur t.4, s’obté I'Equacié 8-15, que si es reorganitza i es treu
factor comu dels termes X;-V; s’obté, finalment, 'equacié que relaciona el volum de medi
d’addicié que s’ha d’afegir en l'instant de temps t;, considerant la quantitat de cél-lules totals

que es generara fins a la seglent addicié (Equacio 8-16).
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Figura 8-10: Funcio basica emprada per a definir les addicions a efectuar al llarg dels cultius que empren
I'estratégia discontinua alimentada d’'E. coli M15. En I'esquema es mostren diferents tipus de variables en funcio de
les seves caracteristiques.

Tenint en compte tots aquests aspectes, es desenvolupa un programari per tal de
poder automatitzar cultius en discontinu alimentat seguint aquesta estratégia. S’ha utilitzat
'entorn labwindows.cvi. A la Figura 8-10 es mostra els diferents grups de variables i

parametres que sén usats en el programa de control segons la seva naturalesa i possible Us.

En primer lloc, hi ha el grup de parametres intrinsecs a la soca i al medi de cultiu
utilitzat, i mentre s’usi la mateixa soca i medi, aquests seran constants en totes les
fermentacions. S6n parametres que estan definits directament al programa, i que es calculen a
partir de la mitjana dels valors obtinguts en els experiments previs. Pel calcul del perfil
d’addici6 s’utilitza un valor de concentracié de substrat del medi MD d’addicié concentrat de
So=592 g/L (concentracié resultant d’afegir la resta de solucions estoc a una solucio
concentrada de 600 g/L de glucosa), i un valor de rendiment aparent biomassa-substrat de

Yxs=0,48 g de cél-lules produides per gram de substrat consumit.

En el segon grup hi ha les variables que depenen de les variacions que hi pot haver en
cadascun dels processos, com ara el volum inicial del cultiu, o la concentracié de cél-lules a
linici de la fase d’addici6. Aquests parametres estan recollits en el programari, i s’han
d’actualitzar préviament cada vegada que s’inicii un cultiu. Tot i que aquest dos parametres
estan definits independentment, una vegada han estat introduits els seus valors al programari,

son tractats com a una unica variable, és a dir com la quantitat de cél-lules totals que hi ha al
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sistema, esdevenint el producte dels dos parametres (X_TOT= V_INI - Xp). permetent calcular

els requeriments nutricionals del sistema a partir de la quantitat de cél-lules totals.

Per ultim, hi ha el grup dels parametres que permeten a l'usuari manipular i adequar el
programari segons el seu criteri i I'objectiu desitjat. Entre aquests destaca la velocitat
especifica de creixement a la que es vol limitar el cultiu, i que pot ser variada en qualsevol
moment des de la interfase del programari. Els valors usats en aquest treball oscil-len entre
0,05< p <0,3 h™, ja que han estat descrites com les velocitats critiques, per sota o sobre de les
quals, o s’acumula l'acetat o dificulta el creixement de la soca a causa de la sobrelimitacid,
provocant problemes d’assimilacié de la glucosa (Luis Vidal-2006). Un altre parametre
modificable és la freqiéncia de les addicions, és a dir, l'interval de temps entre addicions a
partir del qual es calcula la quantitat de substrat a addicionar. Aquest valor és més elevat en
un inici, ja que la poca quantitat de cél-lules presents en els estadis inicials, i I'alta concentracio
de substrat del medi pot comportar valors de consigna de la bomba de desplagament positiu
excessivament baixos. A mesura que augmenta la densitat cel-lular aquest valor disminueix
per aproximar-se més a una addicié continuada, sense provocar canvis notables en les
condicions de cultiu. Els seu valor oscil-la entre 180 segons a l'inici fins a 40-60 segons al final

del cultiu.

8.3.2. Adequaciéo 1 ajust dels parametres de control de
Pestratégia d’addicio dels cultius discontinus alimentats.

Cultius en discontinu alimentat sense inducci6 de lexpressiéo de la
proteina.

En una primera fase es realitza I'estudi dels cultius d’alta densitat en discontinu
alimentat emprant I'estratégia descrita, parant atencio a I'evolucié de la concentracio cel-lular, i
sense realitzar encara la induccié de I'expressié de la proteina heterologa, que es realitza en
una etapa posterior. Els experiments es duen a terme en un bioreactor de dos litres de volum,
al que s’ha acoblat sistema de control de l'addici6 de medi concentrat en funcié dels

parametres fixats en cada experiment.
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Inicialment es treballa amb la soca pTCO46-Bgal, i I'objectiu recau a comprovar i
ajustar el programa de control, aixi com les condicions de cultiu per a les estratégies de
CADC. Els cultius es realitzen a 37°C, a un pH de 7,00 i controlat unicament per I'addicio de
base ((NH4)OH) al 25% (v/v). L’aeracié oscil-la entre 0,4 i 1,6 I/min (0,33 i 1,33 vvm), i l'agitacio
es realitza mitjancant discs de pales planes entre uns valors de 300 i 1000 rpm. L’aeracié esta
controlada per la DCU (Unitat Digital de Control) del bioreactor per un doble control, on I'odre
d’actuacio recau primerament sobre I'augment de l'agitacio i posteriorment s’actua sobre el

cabal d’aeracid, definint-se com a valors de consigna respectius 50 i 40 % de pO..

Els indculs es preparen a partir de cultius en erlenmeyers de 1 litre amb un volum de
treball de 200 ml, i la concentracio d’indcul inicial en el bioreactor es defineix entre 0,2 i 0,3

d(pes sec)/L per assegurar una fase de laténcia curta o inexistent.

A la Figura 8-11 es mostra el resultat del cultiu on implementa I'estratégia de cultiu
discontinu alimentat. El grafic es mostra dividit en dues parts diferenciades, la fase inicial
discontinua que s’inicia amb la inoculacié del bioreactor fins a I'esgotament de la font de
carboni del medi inicial, i una segona fase, la corresponent al mode d’operacié discontinu
alimentat. En la fase discontinua es pot observar que l'indcul disposa de 0,26 gPSI/L, i
observant la grafica de I'evolucié de la densitat optica a 550nm, representada en un grafic
semi-logaritmic per a poder disposar de I'evolucié de la velocitat especifica de creixement
cel-lular, no s’observa 'existéncia de cap fase de laténcia, creixent el cultiu exponencialment

des d’un inici. La velocitat especifica de creixement en aquesta fase és de 0,57 h™.

El perfil de glucosa mostra la evolucid esperada, disminuint progressivament i
s’observa com augmenta la velocitat d’utilitzaci6 a mesura que augmenta la concentracié
cel-lular. El perfil d’acumulacié d’acétic com a resultat del metabolisme de I'E.coli augmenta

proporcionalment al ritme que es consumeix la glucosa.
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Figura 8-11: Discontinu alimentat sense induccié de la soca pTCO46-bgal. Només es desenvolupa etapa de
creixement. Descriu els limits de la velocitat especifica de creixement i les concentracions de subproductes que
provoquen inhibicié en el creixement de la soca.

Al final de la etapa d’operacié en discontinu, s’observa com els diferents perfils de
concentracio cel-lular i d’acetat dibuixen un estancament del seu valor, indicant I'esgotament
del substrat principal del medi de cultiu. L’'esgotament de la font de carboni també es reflexa
en la representacio de la velocitat especifica de creixement (grafic superior), estabilitzant-se el
valor d’absorbancia, aixi com en l'aturada del consum d’oxigen i I'acidificacié del medi (fet que
es pot seguir directament mitjangant la menor necessitat d’actuacio del sistema d’aeracié i de
pH per part de la DCU). De fet, s’observa que el pH, que al no disposar d’acid per al seu
control, augmenta suaument indicant una basificacié del brou de cultiu. Aquest fet és degut a
la capacitat d’Escherichia coli de reorganitzar les seves rutes metabodliques per a poder
assimilar els subproductes d’oxidacié incompleta, és a dir I'acid acetic, en abséncia de cap
altra font de carboni. L'observacié d’aquest succés és el que marca l'inici del protocol d’addicio

de medi concentrat, que inicialment sera realitzat per 'usuari.
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S’inicia el discontinu alimentat fixant una velocitat de creixement a un valor de 0,25 h™, i
durant l'inici de I'addicié s’observa que tota la glucosa que s’addiciona és consumida, restant
un valor residual al bioreactor. No obstant, una vegada iniciada I'estratégia d’addicié s’observa
que es comenga a acumular I'acetat en el brou de cultiu, i a causa d’aquesta acumulacio,
també s’acumula amoni per tal de corregir el pH. Tot i acumular-se acetat i amoni, la glucosa
que és afegida continua sent totalment consumida, fins que s’arriba a uns nivells d’amoni
propers a 2 g/L, moment en que I'efecte inhibitori que produeix provoca que no es pugui
consumir totalment la glucosa, que es va acumulant progressivament, conjuntament amb I'acid

acetic.

Aquesta tendeéncia s’intenta corregir disminuint el valor de la velocitat especifica de
creixement, amb la hipdtesi que si augmenta la limitacié en l'addicié, I'organisme es veura
forcat a modificar el seu metabolisme i consumir I'acetat. Els resultats no mostren cap reaccié
del cultiu a aquest canvi, segurament sota uns efectes inhibitoris massa importants deguts

basicament a la alta concentracié d’amoni, no podent-se recupera el cultiu.

Tot i haver-se iniciat I'addicié en base a una velocitat de creixement limitada dins del
rang descrit a la bibliografia, s’apunta l'opcié que els canvis massa sobtats en aquest
parametre poden aportar un desajust metabdlic, no deixant prou temps d’adaptaciéo de
'organisme a les noves condicions, provocant una acumulacié d’acetat i amoni en el brou. Aixi
doncs, es planteja limitar més severament la velocitat especifica de creixement en la fase de
canvi d’operacié de discontinu a discontinu alimentat, i s’estudiara la possibilitat d’augmentar-

la progressivament.

A la Figura 8-12 es mostren els resultats d’'un cultiu en el que es limita de manera més
severa la velocitat de creixement per a evitar els problemes derivats en I'anterior experiment.
En aquest nou cultiu es mantenen la resta de condicions de cultiu idéntiques a I'anterior. La
fase inicial del cultiu en la fase discontinua presenta un perfil semblant al cas anterior. A partir
d'un inocul de 0,15 gPS/L no s’observa la preséncia d’'una fase de laténcia, i el cultiu creix a

una velocitat de creixement especifica aproximada de 0,5 h™.

Quan s’assoleix el final de I'etapa en discontinu, marcada pel canvi de tendéncia del
perfil de pH i 'augment del valor de pO,, s’inicia la fase discontinua alimentada, fixant-se una

velocitat de creixement de 0,08 h™".
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Figura 8-12: Experiment de cultiu en discontinu alimentat de la soca pTCO46-bgal (induible per IPTG). Evolucié de
la velocitat especifica de creixement en les diferents fases del cultiu (a dalt), i de la concentracié de cél-lules,
glucosa, acetat i amoni (a baix) amb el temps. La sageta ubicada sobre una lletra P indica una addicié6 manual de la
soluci6 estoc de fosfats.

La Figura 8-12 mostra com a l'inici de la fase d’operacié en discontinu alimentat, on es
limita la velocitat especifica de creixement a 0,08 h', es consumeix acetat que s’havia
acumulat durant la fase discontinua, ja que la seva concentracié disminueix de 2 g/L al final de
la fase discontinua, fins a 1 g/L. Paralllelament s’observa, com era d’esperar, que la
concentracio de glucosa es manté a zero al llarg de tota la fase alimentada. A les 16 hores de
cultiu, accidentalment hi ha una forta addici6 d’hidroxid amoni, ja que degut a [lalta
temperatura del laboratori de treball els vapors d’amoniac colmaten el filire de I'ampolla
d’addicio, provocant una sobrepressio al sistema, que en el moment que addiciona un volum
de base per corregir el pH, provoca una addicidé desmesurada i incontrolada de base. Els
efectes de I'augment del valor de pH és compensat per una addicié manual de HCI. Resulta

interessant observar el canvi de metabolisme que es produeix al augmentar la concentracié de
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amoni a gairebé un valor de 2 g/L, per sobre de la definida amb anterioritat com a inhibitoria. A
partir de I'accident, el consum de I'acetat per part de I'organisme queda del tot anul-lat, i es
reestructura de nou el metabolisme comencat a excretar el subproducte al brou de cultiu, que

s’acumula fins a uns valors propers a 4 g/L.

Degut a I'alta concentracié d’amoni, a les 16 hores es canvia la solucio basica d’amoni
per una de NaOH al 30% (p/v), per a evitar més acumulacié6 d’amoni, el perfil del qual
disminueix a partir del canvi de base, degut en part pel consum dels organismes, i en part per

la propia evaporacio forgada per I'aeracio.

La tendéncia acumulativa de I'acetat no es corregeix fins que es disminueix el valor de
la velocitat especifica de creixement pel calcul de I'addici6 de medi concentrat fins al rang
minim descrit a la bibliografia, a 0,05 h. Al provocar-se aquesta forta limitacié de creixement i
per tant de nutrients, s’aconsegueix frenar 'acumulacié de I'acetat i aquest torna a ser

consumit, degut a la forta limitacié de font de carboni i energia a la que es sotmet el cultiu.

Finalment, cap a les 32 hores de cultiu es restitueix I'addicié d’'amoni com a agent per a
controlar el pH, ja que el valor de la seva concentracié havia disminuit fins a valors propers a
0,5 g/L. Coincidint en aquest moment, i observant-se la forta davallada de la concentracio
d’acetat, es decideix augmentar el valor de la velocitat especifica de creixement fins a 0,2 h™'
per a confirmar el fenomen d’adaptaciéo metabdlica al realitzar canvis sobtats de I'alimentacio,
tal i com s’havia observat en el cultiu presentat a la Figura 8-11. Efectivament, es repeteix el
fenomen, observant-se de nou una acumulacié d’acetat i la consequent acumulacié d’amoni.
Una important observacié d’aquesta série experimental és que si es vol evitar canvis massa
pronunciats en el comportament metabolic del bacteri, els canvis del valor de la consigna de la

velocitat especifica de creixement han de ser introduits de forma suau.

Cal assenyalar que a partir de valors de concentracié cel-lular superiors a 8 gPS/L, ha
estat necessari enriquir el corrent d’aeraci6 amb oxigen pur per tal de mantenir el nivell
d’oxigen al reactor al voltant del 40%. Aquest enriquiment es produeix de manera que resulti el
maxim efectiu, intentant evitar I'is desmesurat de O, pur. L’enriquiment es dissenya afegint al
corrent d’entrada (emprant I'estacié de mescla de gasos de la unitat de control del bioreactor),
quan aquest ja es situa prop del seu maxim cabal (1,3 vvm) i es comenca I'enriquiment amb un
cabal d’oxigen de 0,015 vvm (1 I/h aproximadament). Aquest cabal s’augmenta a mesura que
la demanda d’oxigen augmenta en el bioreactor, podent-se deduir pel funcionament continu

del motor d’agitacio a altes revolucions.

- 243 -



Analisi d’alternatives per a un bioprocés per produccié d’una vacuna animal

Finalment, cal comentar que durant el cultiu s’ha realitzat una addicié puntual (de forma
manual) d’'una solucié estoc de fosfats, com s’indica a la Figura 8-12. Aquestes addicions es
realitzen per assegurar que la concentracié de fosfats en el brou de cultiu no sigui limitant, tot i
que no hauria de ser-ho (la carrega inicial de fosfats hauria de suportar gairebé cultius de fins
a una concentracid cel-lular de 32-36 gPS/L). D’aquesta manera s’assegura, d’'una forma
simple, que no es produeix aquesta limitacid, i per tant s’evita que aparegui una nova variable

que pogues limitar el cultiu.

Per altra banda, per encarar els futurs experiments, s'implementen canvis al sistema

d’addicio de (NH,)OH per a evitar possibles nous accidents, prenent dues mesures concretes:

- Es redueix la concentraci6 de (NH;)OH del 25% al 20% per a disminuir
I'evaporacié de I'amoniac. No es disminueix més perqué el volum que requeriria
per un cultiu d’aquestes caracteristiques (CADC) per a controlar el pH, seria

massa elevat.

- Per altra banda, i degut a que la composicié del medi MD inicial de la fase
discontinua ja porta una concentracié d’amoni elevada (1 g/L), ja que es propera a
la descrita com inhibitoria (1,5 g/L), s’opta per a emprar un sistema en que s’usen
dues bases pel control de pH, el NaOH per la fase discontinua del cultiu, i
(NH4)OH per la fase discontinua alimentada, quan els requeriments de nitrogen

siguin més elevats.

A la Figura 8-13 es mostra el resultat d’un cultiu una vegada han estat implementats els
canvis en el sistema de control de pH. La resta de condicions de cultiu sén idéntiques a

I’'anterior.
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Figura 8-13: Experiment de cultiu en discontinu alimentat de la soca pTCO46-bgal (induible per IPTG). Evolucié de
la velocitat especifica de creixement en les diferents fases del cultiu (a dalt), i de la concentracié de cél-lules,
glucosa, acetat i amoni (a baix) amb el temps. La sageta ubicada sobre una lletra P indica una addicié6 manual de la
solucio estoc de fosfats.

L’indcul inicial és de 0,06 gPS/L, i degut al baix valor d’indcul es pot apreciar que la
fase de cultiu en discontinu, és més prolongada que la observada en els cultius anteriors,
passant de ser de 8-9 hores a 12 hores. Aquest fet és degut a I'existéncia d’'una curta fase de
laténcia, que es pot observar en la representacié de la velocitat especifica de creixement. No
obstant, el cultiu arriba a assolir un desenvolupament correcte obtenint-se una velocitat de
creixement especifica al final de la fase discontinua de 0,5 h™', i un nivell de concentracio

cel-lular molt semblant al dels anteriors experiments.

Un cop finalitzada la fase de creixement discontinua, i després d’'una fase de 7 hores a

una velocitat de creixement especifica de 0,1 h', seguint el criteri d’efectuar canvis de
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consigna poc sobtats, s’augmenta el valor de la velocitat especifica de creixement del cultiu
fins a un valor de 0,15 h™ observant-se la resposta del cultiu desitjada. Es a dir, s’augmenta la
velocitat de creixement, podent escurgar el temps necessari per a realitzar una produccid,
sense que es descontroli el sistema i sense que no aparegui una acumulacié de subproductes

o0 metabolits inhibitoris del creixement, augmentant aixi la productivitat volumétrica.

La fase discontinua alimentada s’inicia limitant la velocitat de creixement a 0,1 h™, i
s’observa la total desaparicié de I'acetat acumulat durant la fase inicial a les tres hores
d’alimentacié controlada. El canvi de base pel control de pH es realitza paral-lelament a l'inici
de l'alimentacié de substrats. Pel que fa al perfil d’amoni en el brou de cultiu es pot observar
com disminueix lentament al llarg del cultiu. Alguns autors apunten que en condicions limitants
de substrats, en el que no hi ha acumulacié d’acetat, tota la variacio del pH és produida pel
consum o evaporacié de I'amoni del brou de cultiu (Durany i col.- 2005). En aquest concepte
esta basada l'estratégia d’addicié d’amoni com a font de nitrogen per a mantenir constant la
seva concentracio al llarg del cultiu. No obstant, no es considera un parametre critic ja que la
seva concentracidé disminueix de 1,4 g/L a 0,57 g/L al llarg de tot el cultiu, per tant s’ha de
suposar que no arribara a condicions limitants durant el procés. Tot i aix0, si es decideix
prolongar el temps del bioprocés s’haura de tenir en compte aquest fet, i realitzar alguna

addicio per a suplementar el descens de la seva concentracio.

Com s’ha comentat anteriorment, durant el cultiu s’ha realitzat dues addicions puntuals
de la solucié estoc de fosfats, evitant aixi una limitacid en la concentracié del brou de cultiu

que pogués causar cap distorsié en el creixement de 'organisme.

El resum d'aquesta série experimental permet afirmar que s’ha definit una estratégia
simple de cultius d’ E.coli en discontinu alimentat que permet assolir concentracions cel-lulars
importants de l'ordre de 50 g/L necessitant-se 30 hores de cultiu, que fa que resulti prou
atractiu per estudiar I'expressié de la proteina heterdloga en aquest sistema, com es descriu

en el proper apartat.

Cultius en discontinu alimentat de la soca M15-pTC046-Bgal amb induccid
d’expressio.

La soca pTCO46-Bgal duu el promotor tipus /ac que permet realitzar la induccié de

'expressid proteica mitjancant la utilitzacié de lactosa. La lactosa és una font de carboni que
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és assimilable pel bacteri, de manera que el disseny d’un sistema que permeti mantenir un
determinat nivell de lactosa al medi per a mantenir la pressié sobre I'expressio de la proteina, i
al mateix temps controlar la els efectes sobre el desenvolupament del cultiu, no és trivial, i de
fet és contrari a I'aproximacié que es vol fer en aquest treball, on es vol desenvolupar un
sistema el més senzill possible. Per tal d’evitar I's d’un inductor assimilable, el més habitual
és emprar com a inductor I'lPTG, que és una molécula sintética d’estructura similar a la lactosa
i que indueix l'expressid, perd0 amb l'avantatge de no ser assimilable per I'organisme,
permetent mantenir I'estratégia de creixement en discontinu alimentat amb limitacié de glucosa
i realitzar la induccié amb una concentracié constant d’'IPTG. No obstant, I'lPTG és un inductor

car.

Determinacio de la concentracio d'TPTG necessaria per a la induccio.

Es bastant habitual emprar concentracions d'IPTG de 1mM, tot i que es reconeix que
aquesta concentracio pot estar sobredimensionada. En els casos que es realitzen estudis de
produccié, és important ajustar la concentracié d'IPTG, ja que un excés dIPTG pot
desembocar en una inhibici6 de la velocitat de creixement de l'organisme degut a la
sobrecarrega metabodlica que aquest pot provocar al iniciar I'expressio de la proteina d’interés
(Bentley i col.-1991). Una altra rad per a estudiar la quantitat d’'IPTG optima és el cost del
producte, que com s’ha comentat resulta ser I'element més car de tots els emprats en les
fermentacions de E.coli, per tant aquest és un element sensible a I'optimitzacié del cost del

procés, i caldra doncs ser estudiat.

Es realitza un experiment en el que s’avalua per una banda la capacitat d’expressar la
proteina d’interés segons la concentracié d'IPTG que s’addicioni (Figura 8-14) i per l'altra
I'efecte inhibitori que sobre la velocitat especifica de creixement de I'organisme té el nivell

d’'induccié o la concentracié d’'IPTG (Figura 8-15).

L’experiment es duu a terme en erlenmeyers de 250 ml de volum emprant 50 ml de
volum de treball, que sén cultivats a 37°C i una velocitat d’agitacié6 de 200 rpm. Els cultius
s’inoculen a una concentracio cel-lular de 0,1 g/L, i 'addicio de I'inductor es realitza en l'instant
inicial del cultiu per assegurar que no hi ha limitaci6 de nutrients durant I'expressid. La
quantitat d'IPTG que s’afegeix es calcula a partir de la quantitat total de la concentracio
cel-lular, ja que es pretén fixar una relaci6 mmols IPTG per gram de pes sec, per després
poder ser extrapolables als cultius d’alta densitat. La relacié entre els mmols d'IPTG i la

quantitat total de cél-lules és calcula a partir del valor mitja al llarg del cultiu.
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Figura 8-14: Avaluacié del nivell d’expressio de B-galactosidasa de la soca M14 pTCO46-3-
gal segons la quantitat d'IPTG. La productivitat especifica en UA/gPS h es relaciona amb la
quantitat d'IPTG en mmols/ gPS.

La Figura 8-14 mostra la relacio entre la productivitat especifica de B-galactosidasa en
funcié de la quantitat d'IPTG. El perfil sigmoidal mostra la clara saturacié que es produeix en la
productivitat especifica a partir d’'una concentracié de 0,25-0,3 mmols d'IPTG/gPS, i a partir
d’'aquesta concentracié d’'IPTG, encara que se n’hi afegeixi en més quantitat, la productivitat
especifica es manté constant, mostrant una induccié completa del sistema d’expressio. Si
s’observa el rang de concentracié entre 0 i 0,25 mmols IPTG/gPS, es veu com la velocitat de
variacié de la productivitat especifica és molt pronunciada, per la qual cosa un error en
'addicié de l'inductor podria portar a uns nivells de productivitat més baixos dels esperats. En
aquest tipus de funcions sempre és recomanable treballar a I'inici de la fase de saturacio, pero
en aquest cas concret d’un metabolit no assimilable per part de I'organisme, aquest risc

desapareix i es possible treballar en qualsevol zona de la corba.
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Figura 8-15: Efecte de la concentracié d’inductor IPTG sobre la velocitat especifica de
creixement de la soca M15-pTCO46-Bgal, en relacié a la concentracio cel-lular.

L’altre aspecte a tenir en compte en el procés d’'induccid és I'estrés metabolic que pot
patir el cultiu al derivar part dels recursos a la sintesi de la proteina d’interés. L’estrés
metabolic es reflexa en una inhibicié del cultiu, mostrant-se en una disminucié del creixement.
Aquesta analisi es mostra a la Figura 8-15, on s’avalua I'efecte de la concentracio d’'IPTG per
gram de pes sec sobre la velocitat especifica de creixement en cadascun dels casos. La
velocitat especifica de creixement disminueix de forma brusca a mesura que augmenta la
proporcido d’IPTG utilitzat. Aixi doncs, es pot afirmar que en els rangs de baixa quantitat
d'IPTG, entre 0 i 0,15 mmols/gPS, a mesura que augmenta la quantitat d'IPTG afegida,
augmenta també la productivitat especifica, i proporcionalment a 'augment de productivitat,
s’observa una disminucié de la velocitat especifica de creixement. Tenint en compte aquests
resultats, s’ha de prendre una soluci6 de compromis, i posteriorment comprovar també
aquestes tendéncies en cultius d’alta densitat en el bioreactor, ja que alguns autors han
observat canvis en el comportament en la induccio per IPTG en sistemes amb limitacié de

nutrients (Kweon i col.-2001).

A continuacio es plantegen una série de fermentacions d’alta densitat cel-lular que han

estat induides a diferents concentracions d’IPTG. S’han anomenat induccid a baixa
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concentracié quan la quantitat I’'IPTG afegida es situa al primer tram de la corba de la Figura
8-14 on la productivitat especifica varia de forma proporcional a la quantitat d’'IPTG
(concentracions d’'IPTG inferiors a 0,15 mmols/gPS), i induccié a altes concentracions d’'IPTG
a aquella concentracié que se situa a l'inici de la saturacié de la productivitat especifica, on per

més quantitat d’inductor que s’afegeixi no hi ha increment de productivitat.

Cultiu d’Alta Densitat Cel-lular induit a baixes concentracions d'TPTG.

Conservant les condicions de cultiu descrites als apartats anteriors (a una temperatura
de 37°C, un pH de 7,00, un cabal d’aeracio entre 0,4 i 1,6 I/min (0,33 i 1,33 vvm) i una agitacié
entre uns valors de 300 i 1000 rpm, amb un valor de pO, del 40% ), es procedeix a realitzar
una seérie d’experiments de CADC amb induccié al tram final del bioprocés. La Figura 8-16
mostra el primer cas estudiat que correspon a una induccié amb una quantitat d'inductor baixa,
en concret de 0,042 mmols IPTG/gPS.

La fase inicial en discontinu té les caracteristiques habituals que s’han pogut observar
en els anteriors experiments. El cultiu s’inocula a 0,12 gPS/L i no s'observa fase de laténcia.
La fase discontinua del cultiu no mostra anomalies respecte el que s’ha descrit anteriorment, i
s’inicia la fase alimentada amb un valor de la limitacié de la velocitat especifica de creixement
de 0,1 h™'. A aquesta velocitat el cultiu es capac de metabolitzar I'acetat acumulat durant la
fase discontinua, i quan la preséncia d’acetat ha desaparegut totalment s’incrementa la
velocitat especifica fins a 0,125 h™', mantenint-se la concentracié de subproducte a zero. En la
fase final del bioprocés es torna a incrementar el valor de la p fins a 0,15 h™ sense acumulacié

d’acetat.

Durant el cultiu hi ha hagut dues addicions manuals de fosfats a les 19 i a les 26 hores,
per tal de mantenir la concentracié de fosfats al brou de cultiu. Finalment, comentar que ha
estat necessari I'aportaciéo d’O, pur per a mantenir la concentracié d’oxigen al medi tal i com

s’ha comentat anteriorment en aquest mateix capitol.
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Figura 8-16: Experiment de cultiu en discontinu alimentat de la soca M15 pTCO46-bgal (induible per IPTG).
Evolucié de la velocitat especifica de creixement en les diferents fases del cultiu (a dalt), de la concentracié de
cél-lules, glucosa, acetat i amoni (al mig),i I'Activitat especifica i Activitat volumétrica (a baix) amb el temps. La
sageta ubicada sobre una lletra P indica una addicié manual de la solucié estoc de fosfats La quantitat d’'IPTG
emprada és de [IPTG/gPS] = 0,042 (mmols IPTG/ gPS), les addicions de I'inductor estan representades en sagetes
obliques.
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La induccié del cultiu es realitza a les 28 hores de la inoculacio, en I'Ultima etapa del
cultiu alimentat en discontinu, on s’assoleixen les maximes concentracions cel-lulars, i s’utilitza
una concentracié d’inductor situada en el rang baix, exactament amb una quantitat d’'IPTG de
0,042 mmols IPTG/ gPS. La velocitat especifica de creixement no varia respecte la que estava
consignada previament a la induccid, per la qual cosa es decideix realitzar dues addicions més
d’'IPTG a les 31 i a les 33 hores. Les addicions a realitzar es calculen en base a la nova
quantitat de cél-lules generades des de I'lltima addicid, per tal de mantenir constant la relacié
IPTG/gPS. Tot i les noves addicions es continua sense observar cap variacidé a la velocitat
especifica de creixement, fixada a 0,15 h™'. En I'estudi previ de la disminuci6 de la p per efecte
de la inducci6, en aquest rang de concentracié d'IPTG no hi havia una variacié destacable, pel

que es pot considerar aquest comportament normal.

En els perfils de metabolits de la Figura 8-16, s’observa com després de unes 2-3
hores des de I'inici de la induccié es comenga a acumular acetat en el brou de cultiu. Aquest
fet pot ser degut a que la necessitat de sintetitzar la proteina d’interés, 'organisme necessita
més precursors de sintesi que en part sén aportats a través dels metabodlits que conformen el
cicle dels acids tricarboxilics, desequilibrant de nou les rutes metaboliques i col-lapsant la via
d’entrada al CAT.

A nivell de proteina produida s’observa com la quantitat de proteina produida per gram
de pes sec parteix d'un nivell basal de 6-10° UA/gPS (Unitats d’Activitat/g de pes sec,
calculades pel métode de Miller, recollit al capitol de Materials i Métodes) augmenta fins arribar
a un valor constant de 2,6-10° UA/gPS, moment en que el cultiu ha estat totalment induit i
'augment de concentracié de proteina en unitats volumétriques es deu Unicament a 'augment
de la concentracio cel-lular en el brou de cultiu. En el present cas s’assoleix una concentracio
de proteina (mesurada en Unitats d’Activitat) de 1,5:10° UA/mL.

Respecte la productivitat volumétrica del cultiu, tenint en compte des de l'inici del cultiu,
el valor final es de 4,4-10° UA/mL-h, i si es considera només el periode en que el cultiu ha
estat induit el valor és de 2,22:10* UA/mL-h (Taula 8-4). Mentre que el valor de la productivitat
especifica, considerant només la fase d’induccio, és de 4,45-10° UA/gPS-h, valor
considerablement més baix que el observat en els cultius en erlenmeyer que era de 8,0-10°
UA/g PS-h, indicant que I'eficiéncia de induccio en els cultius d’alta densitat cel-lular on el cultiu
esta limitat a nivell de substrats i de velocitat especifica de creixement és menor. La limitacié
dels substrats per a evitar 'acumulaciéo d’acid acétic, suposa també una limitacié en la

maquinaria biosintética, i per tant de produccié de la proteina d’interés respecte els cultius no
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limitats. Aquest comportament ja ha estat descrit préviament en treballs anteriors (Kweon i
col.-2001).

El segon experiment en aquesta série de cultius amb induccié per IPTG és planteja una
reduccié de la quantitat d'IPTG a utilitzar, donat l'elevat preu de I'lPTG i per tant de la
repercussid en I'economia global del procés. La concentraciéo d'IPTG es pretén fixar a 0,03
mmols IPTG/ gPS, i es mantindra constant mitjangant un seguit d’addicions durant la fase final

del cultiu, com en el cas anterior.

Els resultats de I'experiment es mostren en la Figura 8-17, on s’observa els perfils
habituals en la fase inicial en discontinu. La fase alimentada s’inicia amb un valor de limitacio
de la velocitat especifica de creixement inicial conservatiu en el rang baix, concretament de
0,05h™", i s’Taugmenta progressivament a mesura que I'acetat és consumit, passant a ser de
0,1h™ a les 4 hores iniciada la fase alimentada, i finalment, s’augmenta a 0,125h™" vuit hores

després.

Els nivells de concentracions cel-lulars obtinguts i I'evolucié de la concentracié dels
principals substrats i metabolits son també els esperats, observats també en els experiments

anteriors, assolint-se uns valors de concentracio de glucosa i d’acid acétic propers a zero.
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Figura 8-17: Experiment de cultiu en discontinu alimentat de la soca M15 pTCO46-bgal (induible per IPTG).
Evolucié de la velocitat especifica de creixement en les diferents fases del cultiu (a dalt), de la concentracié de
cel-lules, glucosa, acetat i amoni (al mig),i 'Activitat especifica i Activitat volumétrica (a baix) amb el temps. La
sageta ubicada sobre una lletra P indica una addici6 manual de la solucié estoc de fosfats La quantitat d’'IPTG
emprada és de [IPTG/gPS] = 0,03 (mmols IPTG/ gPS), i les addicions de I'inductor estan representades en sagetes

obliques.
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Pel que fa a la fase d’induccio, s’inicia a les 25,5 hores post-inoculacio,i s’addiciona
IPTG a una concentracié de 0,03 mmols IPTG/gPS. Per tal de mantenir la concentracio d’'IPTG
constant al llarg de tota la induccié es realitzen addicions seriades cada vegada que s’extreu
una mostra, addicionant la quantitat d’inductor proporcional a 0,03 mmols IPTG per gram de

pes sec generat en cada periode de temps.

De la mateixa manera que en el cas anterior no s’observen els resultats esperats, ja
que la velocitat especifica de produccié és de 2,3-10° UA/gPS-h, quan el valor esperat hauria
de ser proper a 5:10° UA/gPS-h, per tant la induccié ha resultat molt més baixa del que seria
d’esperar, al tractar-se d’un cultiu que esta limitat per substrats, com ja s’ha comentat amb

anterioritat.

Els perfils de metabdlits de la Figura 8-17 no mostren cap acumulacié d’acetat en la
fase d’induccid, al contrari del que s’havia pogut observar en el cas anterior. Aquest
experiment es situa en un estat més suau d’induccid, i s’'observa que no s’ha produit estrés per
la biosintesi de la proteina. Es a dir, 'augment de la demanda de precursors de sintesi i
d’energia és menor, degut a la velocitat de sintesi de la proteina d’interés també és menor, i no
suposa la necessitat per part de 'organisme d’activar la reacci6 de transformacié d’AcetilCoA a
acid acetic, com si havia succeit en el cas anterior. La no acumulacié de l'acetat permet
perllongar el cultiu per un periode més extens, ja que no hi ha inhibicié ni del creixement de
I'organisme ni risc d’inhibicioé de I'expressio de la proteina per la preséncia d’acetat, per tant tot
i que la productivitat especifica sigui menor, permet obtenir uns valors de concentracié de

proteina tant a nivell volumetric com per gram de pes sec majors que el cas anterior.

Cultiu d’Alta Densitat Cel-lular induit a altes concentracions d'TPTG.

D’acord amb el plantejament abans esmentat, és planteja un nou experiment emprant
una concentracio alta dinductor. La quantitat d’'IPTG a addicionar correspondra a la
concentracié més baixa possible que ha mostrat una productivitat especifica maxima en els
assaigs preliminars, aproximadament de 0,3 mmols/g PS calculats en el moment de la
induccid. En aquest cas es decideix addicionar puntualment l'inductor segons la concentracio
cel-lular present en el moment concret, és a dir, el parametre correspondra a la concentracio
volumeétrica constant [IPTG]/mL (Figura 8-18), degut a la gran quantitat d'IPTG necessaria.
Aquest cultiu tot i que a priori hauria de suposar un augment del cost del producte, es realitza

amb la intencié de poder realitzar un analisi comparatiu amb els casos anteriors, i esbrinar el
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paper que juga I'lPTG en la induccié de la proteina, i en el comportament metabdlic de

'organisme.
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Figura 8-18: Experiment de cultiu en discontinu alimentat de la soca M15 pTCO46-bgal (induible per IPTG).
Evolucié de la velocitat especifica de creixement en les diferents fases del cultiu (a dalt), de la concentracié de
cel-lules, glucosa, acetat i amoni (al mig),i I'Activitat especifica i Activitat volumétrica (a baix) amb el temps. La
sageta ubicada sobre una lletra P indica una addicié manual de la solucié estoc de fosfats La quantitat d'IPTG
emprada és de [IPTG] = 8 mmols IPTG/L realitzada en una sola induccio.
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El cultiu es desenvolupa sota les condicions descrites en els altres casos, a una
temperatura de 37°C, un pH de 7,00, un cabal d’aeracié entre 0,4 i 1,6 I/min (0,33 i 1,33 vvm) i

una velocitat d’agitacio entre 300 i 1000 rpm, per a mantenir un valor de pO, del 40%.

El cultiu s’inocula a 0,17 gPS/L, i no s’observa fase de laténcia. La fase discontinua del
cultiu no mostra anomalies respecte el que s’ha descrit anteriorment, i s’inicia la fase
alimentada amb un valor de la limitacié de la velocitat especifica de creixement de 0,15 h.
Des de l'inici de la fase alimentada s’observa una acumulacié d’acid aceétic, que es corregeix
disminuint la velocitat especifica de creixement fins a 0,06 h™' forcant que aquest sigui
consumit de nou. La concentracié d’acetat arriba a un valor de 3,5 g/L, proper al limit descrit
com a inhibidor, moment en que es redueix el valor de la p a 0,06 h”, per a permetre
'assimilacié del subproducte. En el moment que la concentracié d’acetat es nul-la s'incrementa
de nou la velocitat especifica de creixement fins a 0,125 h™', mantenint-se la mateixa
concentracié del subproducte mentre no hi ha induccié. Aquest fet corrobora la possibilitat de
controlar I'evolucié dels metabdlits en el brou de cultiu, modificant Unicament la velocitat

especifica de creixement.

Durant el cultiu es realitza una addicié manual de fosfats a les 19 hores, per a restablir
la concentracio de fosfats al brou de cultiu. Finalment comentar que una vegada més ha estat

necessari I'aportacio d’O, pur.

En aquest cas, i igual que en el primer cultiu presentat (Figura 8-16) durant el procés
d’'induccié es produeix una reorganitzacié del metabolisme i una acumulacié d’acetat, pero a
una velocitat superior, ja que la induccido es realitza amb les mateixes concentracions
cel-lulars, i després de només 4 hores d’iniciar-se la induccié en el primer cas s’arriba a

acumular fins a 1g/L (0,042 mmolsIPTG/gPS), i en el segon cas supera 1,5 g/L (8 mM).

Les dades d’induccié obtingudes en aquestes condicions sén superiors respecte els
dos casos anteriors, s’assoleix una concentracié de producte en el brou de cultiu de 1,89-10°

UA/mL, i si es mesura en funcié de la concentracio cel-lular el valor és de 3,7-10° UA/g PS.

La productivitat especifica calculada torna a ser inferior a 'obtinguda préviament en els
cultius en erlenmeyer sense limitacié de substrats. En el reactor la productivitat especifica és
de 7,09-10° UA/gPS:-h, mentre la que es va observar en els estudis preliminars sense limitacio
fou de 3-10° UA/g PS'h. En aquest cas s’ha de considerar que s’ha treballat a una
concentracio volumeétrica d’'IPTG constant, perd no a nivell de concentracié cel-lular. Si prenem

la mitjana de relacié entre la quantitat de inductor i la concentracié cel-lular entre linici i el final
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de la fase d’induccio, s’obté el valor de 0,15 mmols IPTG/ gPS el valor de la productivitat
especifica correspondria aproximadament de 2:10° UA/g PS-h, gairebé el doble del que

s’observa en el cultiu limitat.

La productivitat volumetrica és de 3,32:10* UA/mL h, considerant només el periode una

vegada inicialitzada la induccio.

Per recapitular I'estudi s’elabora la Taula 8-4, on es recull els valors de produccié de la
proteina utilitzant una Escherichia coli amb un plasmidi que disposa d’un promotor induible per
IPTG, junt amb les dades més significatives dels diferents cultius d’alta densitat cel-lular, que

han estat induits a concentracions cel-lulars comparables, entre 24 i 26 gPS/L,.

Productivitat Productivitat ACt'\{'ta.t Activitat especifica
s o volumétrica )
Volumétrica  Especifica , final
final
UA/mL-h UA/gPS-h UA/mL UA/gPS
0,03 mmols IPTG/ g PS 1,65E+04 2,30E+05 1,95E+05 3,00E+06
0,042 mmols IPTG/ g PS 2,22E+04 4,45E+05 1,49E+05 2,60E+06
0,8 mmols IPTG/ ml 332E+04  7,09E+05  1,89E+05 3,70E+06

[IPTG]miga = 0,15mmols/g PS

Taula 8-4: Recull de les dades de productivitat dels cultius en bioreactor d’alta densitat cel-lular de la soca M15
pTCO46-Bgal induides mitjangant diferents quantitats d'IPTG. Es mostren les dades de productivitats i d’activitat del
producte total final.

Una comparacio dels valors a nivell de produccié de la proteina d’interés, sense entrar
en I'analisi econdmic que s’estudiara posteriorment, mostra com a mesura que es disminueix
la concentracidé dIPTG addicionada, les productivitats volumétriques i especifiques
disminueixen progressivament. Si es compara el valor de productivitat especifica que s’ha
obtingut en erlenmeyer en condicions de cultiu sense limitacid, les obtingudes en els cultius en
bioreactor sén de I'ordre de la meitat pel cas del rang baix de concentracié d’'IPTG, i entre 2 3
vegades les que utilitzen una concentracié en el rang alt d’'IPTG, fet que com ja s’ha comentat,
apunta a ser degut a les condicions limitants del creixement en les que es desenvolupa la

induccid.

En canvi, si es compara els valors obtinguts a nivell d’activitat volumétrica final les

diferéncies no soén tant pronunciades. Inesperadament, la concentracid volumétrica més
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elevada es doéna en el cas d’'una concentracié d'inductor més baix, amb un valor similar al del
rang alt de concentracié d'IPTG (8mM), 1,95-10° UA/mL i 1,89-10° UA/mL respectivament. No
obstant aquest resultat s’inverteix si es considera I'activitat especifica de producte, és a dir, la
quantitat de proteina que s’ha generat per gram de pes sec de cultiu, obtenint-se uns valors de
3,7:10° UA/gPS per l'alta concentracié d’IPTG, i 3,0-10° UA/gPS pel cas amb menor quantitat
d’inductor.

Com es pot observar, tot i que en el cas de la concentracié6 més baixa d’'IPTG (0,03
mmols/gPS) la productivitat especifica és menor, aquest fet es veu compensat per I'assoliment
d’una major concentracié cel-lular, de manera que la concentracié de producte en termes de
concentracié volumétrica acaba sent major. Es interessant observar que aquesta major
concentracié cel-lular s’obté només en el cas en que no es produeix acumulacio d’acid acétic
durant la fase d’induccio, fet que pot suggerir que una concentracié d'IPTG baixa, és a dir

realitzar una induccié suau, no altera de forma notable el comportament del cultiu.

La Figura 8-19 mostra la relaci6 directe que hi ha entre la velocitat especifica de sintesi
de la proteina d’interés, i la velocitat especifica de excrecié dels subproductes d’oxidacid
incompleta, que a la vegada es relaciona amb la concentracié d’inductor emprada (IPTG), i del

diferent nivell de la carrega metabdlica que aquest genera.
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Figura 8-19: Relacioé entre la velocitat especifica de produccié de subproductes d’oxidacio
incompleta, I'acid acétic, i la velocitat especifica de produccié de la proteina d’interes, a
partir de les dades recollides als diferents experiments discontinus alimentats d’E.coli M15
pTCO46-Bgal en que s’ha emprat diferents concentracions d'IPTG .
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S’observa una disminucié6 de la velocitat d’excrecido d’acid acetic a mesura que
disminueix la velocitat de sintesi de la proteina, arribant a nivells nuls quan la concentracio
d'IPTG emprada és de 0,03 mmols/g PS, que suposa una velocitat de especifica de produccié
de 2,3:10° UA/g PS-h. Aquest fet es reflecteix en el cultiu en una acumulacié del subproducte
que condueix a una inhibicié no tan sols de la velocitat de creixement de cultiu, sin6 en una
inhibicié de I'expressid de la proteina. A més, de manera indirecta també suposa una menor

durada del cultiu induit, i per tant la concentracié de biocatalitzador final pot ser menor.

Aixi doncs, quan es dissenyi un bioprocés que empri E.coli amb la incorporacié d’'un
plasmidi induible per IPTG, s’ha de tenir en compte que la quantitat d’'inductor a addicionar
influeix directament en el cost del medi d’induccié i per tant del bioprocés, perd que a més
aporta altres avantatges com permetre mantenir el cultiu més temps induit, i per tant, assolir
una concentracio cel-lular més elevada, i conseqientment, una productivitat volumétrica que

podria ser major.

Cultius en discontinu alimentat de la soca M15-pJC0O46-Bgal induida per
temperatura.

Explorada la possibilitat de produccié d’'una proteina emprant com a vector d’expressio
un bacteri, I'Escherichia coli transformada amb el plasmidi pTCO46-Bgal induible per IPTG, es
proposa explorar la possibilitat d’'emprar el mateix bacteri perd transformat amb el vector
pJCO46-Bgal, que compte amb I'avantatge de ser un vector induible per un augment de
temperatura del cultiu, de manera que pot reduir el cost de la produccié al no haver d'utilitzar
un producte car com és I'lPTG. El vector pJOC46-Bgal expressa el gen lac z sota el control
dels promotors en tandem pL i pR del bacteridfag lambda. L’expressié esta regulada pel
repressor termosensible codificat pel gen cl857ts, que s’inactiva la seva transcripcio per
temperatura (a partir de 28°C). A partir d’aquesta temperatura i fins a 42°C, el repressor
inactivat permet I'inici de la transcripcio, i per tant, la sintesi de la proteina recombinant

insertada en el plasmidi.

L’estratégia de cultiu emprada és la mateixa que s’ha descrit per a els cultius de la soca
pTCO46-Bgal pel que fa a la fase de creixement cel-lular, dividida en una discontinua i una
discontinua alimentada, aixi com també es conserven les condicions i les diferents

metodologies emprades pel control de pH i de pO.. Els resultats es mostren a la Figura 8-20.

- 260 -



Sistema de cultiu basat en Escherichia coli i B-galactosidasa com a proteina model.

Discontinu Discontinu alimentat
1000 ] 1 ~
p=0,1h"" p=0,125h n=0,15h
. |
100 D\./.\'
E \
c
3 10 - T
e Induccié
g P T2=42°C
, P
0,1 ; ; ; . .
0 6 12 18 24 30 36
Temps (h)
60 12 r5
| ——O0——  Pessec r L
503 — % — Gl F10 |,
\ — —A— — HAc F ~
—~ 40 ‘\ NH4+ ls= [ 5
S =)
3 1 )
4]
=] —
-
-1
Lo
Temps (h)
16000 T 2,6e+5
[ - 24e+5
= 14000 . UAVI e
—-—- UA/gPS et
< 12000 - 9
© F 2,0e+5
5 100001 F18e+5 &
€ o
g 8000 - - 16et5 <
I} L 1,4e+5
S 6000 A
2 L 1,2e+5
4000 - 1 gers
2000 . . . . . 8,0e+4
0 6 12 18 24 30 36
Temps (h)

Figura 8-20: Discontinu alimentat de la soca pJCO46-bgal (induible per T2). El cultiu s’ha realitzat a 37°C fins el
moment de la induccié que s’augmenta la T2 fins a 42°C. [FB_EC_M9]

La fase discontinua de creixement presenta una petita fase de laténcia tot i haver-se

inoculat el cultiu amb una concentracié cel-lular de 0,15 gPS/L, perd el cultiu es recupera
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correctament. No obstant, el cultiu es recupera correctament arribant a una concentracio

cel-lular de 3,2 gPS/L al inici de la fase alimentada.

L’addici6 de medi concentrat s’inicia amb un valor limitat de la velocitat especifica de
creixement de 0,1 h™, que es manté fins a la total desaparicid de I'acetat del brou de cultiu.
Posteriorment, és incrementada fins un valor de 0,125 h™' durant un periode de 7 hores i
finalment, s’augmenta el seu valor fins a 0,15 h™', mantenint-se nul-la concentracié d’acetat i un
nivell d’'amoni inferior a 1 g/L.. Paral-lelament a I'arrencada del perfil prefixat d’addicié de
substrats, es posa en marxa I'enriquiment del corrent d’aeracié amb oxigen pur, tal i com ha
estat descrit amb anterioritat. Durant el cultiu ha estat necessaria I'addicié de fosfats en dues

ocasions, representades en el grafic per una fletxa vertical

Al assolir-se una concentracié cel-lular prou elevada, al voltant d’'una concentracio
cel-lular de 45 gPS/L, s’inicia la fase d’induccio. La induccio es realitza consignant a la Unitat
Digital de Control, un increment de la temperatura fins a 42 °C. Al incrementar la temperatura
del cultiu s’observa una baixada de la solubilitat del oxigen en el brou de cultiu, manifestant-se
en una forta baixada del pO, que for¢a a incrementar el cabal d’oxigen que enriqueix el corrent
d’aeracio fins a un valor de 0,16 I/min, equivalent a 0,12vvm gairebé 5 vegades més que el

maxim que s’havia emprat en les fermentacions amb la soca pTCO46-Bgal.

La Figura 8-20 mostra com l'increment de temperatura sobtat provoca una xoc térmic al
cultiu, mostrant una davallada en la densitat optica, aixi com un lleuger augment d’escumes,
manifestacié habitual al produir-se una certa lisi cel-lular. A les quatre hores d’iniciar-se la
induccid, s'observa una altra vegada una baixada de la concentracié cel-lular i I'extraccio de la
mostra denota un brou de cultiu d’'una viscositat notable, degut possiblement a l'alliberament

del DNA del bacteri, moment en que es decideix aturar el cultiu.

Analitzant les dades del resultat de la induccié s’obté un valor de la productivitat
especifica de 2,89-10* UA/g PS-h i una productivitat volumétrica de 2289 UA/mL-h. Si es
comparen aquests valors amb els que s’han obtingut amb la soca induible per IPTG sén de
I'ordre de 10 vegades inferiors respecte els valors de producte final obtingut, essent de 1,6:10*
UA/mL per l'activitat volumétrica de producte i de 2,2-10° UA/gPS per l'activitat especifica,

mantenint-se la disminucié de 10 vegades en el millor dels casos.

Altres treballs publicats que han emprat promotors de E. coli induibles per temperatura,
mostren resultats diferenciats. Una comparacié directe de la mateixa soca (K12), emprant un

plasmidi induible per temperatura i un altre per IPTG, indiquen que el primer cas
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s’aconsegueix gairebé 10 vegades més productivitat especifica de la proteina d’interés (factor
huma de creixement de fibroblasts, bFGF) (Seeger i col.-1995). Perd un analisi més exhaustiu
mostra com produint-se la induccié disposant de la mateixa concentracioé cel-lular al brou, al
induir per xoc térmic, el creixement de les cél-lules resulta frenat contundentment, passant de
45 g PS/L fins a 61 g PS/L, mentre que en el cas d’induccié per IPTG el cultiu creix des de 41
fins a 135 g PS/L. Aixo permet recalcular el valor de concentracié volumeétrica que passa a ser
de 4,8 g/L i 1,1 g/L de bFGF, per a l'induit per Temperatura i IPTG respectivament. A més a
meés, en el mateix article cita que la induccio per temperatura, comporta que una tercera part
de la proteina expressada esta en forma de cossos d’inclusio, fet que complica i baixa els
rendiments de purificacié. Si corregim el valor de productivitat volumeétrica, restant la proteina
no soluble, els valors de concentracié volumétrica de producte son de 3,2 g/L i 1,1 g/L, per
temperatura i IPTG respectivament. Tot i que finalment, el millor resultat s’obté amb la induccié
per temperatura, 'augment de diferéncia del procés productiu passa a ser de 10 vegades a 3

vegades superior.

Per altra banda hi ha un seguit de caracteristiques que compliquen el desenvolupament
d’estratégies de cultiu amb inductors que empren el xoc térmic, com és la disminucié de la
solubilitat del oxigen dissolt al augmentar la temperatura, fet que obliga a emprar cabals
d’oxigen pur molt superiors i limita la concentracié cel-lular assolible, que juntament amb un
increment de I'activitat respiratoria sota condicions d’induccié (Hoffmann i Rinas-2000; Schmidt
i col.-1999), afegeixen complexitat al bioprocés que s’incrementen al augmentar I'escala de

produccié.

Els resultats obtinguts amb la soca M15-pJCO46-Bgal induible per temperatura sén
desfavorables en front dels obtinguts anteriorment amb la soca induible per IPTG la M15-
pTCO46-Bgal, quan s’empra estrategies d’alta densitat cel-lular, desemboquen a abandonar
aquesta linia de desenvolupament. La viabilitat d’aquest tipus de constructes (induibles per
xoc térmic) mostren bons resultats a nivell de laboratori, i permeten estalviar I'us d’IPTG,
principal cost dels medis de cultiu dels sistemes que empren el promotor lac z, pero la
complexitat o limitacions fisico-quimiques que aporten al bioprocés, d’augment de despesa
energeética i sobretot d’oxigen pur, fan que siguin processos amb certes limitacions quan es

volen dur a terme a escala industrial.
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9.1. Introduccid.

En aquest treball s’ha intentat realitzar una amplia aproximacié a la produccié d’'un
candidat vacunal per a la malaltia de Gumboro en aus, de forma que s’ha treballat en quatre
sistemes diferents, un de produccid de vacunes convencionals (produccié de virus IBD
mitjangant la infeccié de cél-lules Vero), i tres possibilitats diferents de produccié de la proteina
VP2 de la capsida del virus IBD recombinant (baculovirus recombinants que infecten cultius de
Sf9, aixi com Pichia pastoris i Escherichia coli recombinants amb construccions per a la
produccié6 de la mateixa proteina heterdloga). No obstant, I'aplicacié practica d’alguna
d’'aquestes opcions no depén només dels aspectes técnics, siné també dels economics. Per
aquesta rad s’ha considerat oportu estudiar en aquest capitol I'analisi dels diferents
bioprocessos que es poden derivar dels quatre sistemes d’expressio estudiats, i fer-ne també
una avaluacié econdmica, de manera que permeti la seva comparacio en termes de viabilitat
economica. D’aquesta manera, és vol aconseguir obtenir una visi6 més amplia del treball
efectuat. Cal dir en aquest sentit que en dos dels quatre sistemes provats no s’ha pogut arribar
a expressar la proteina recombinant VP2 o bé fer-ho de forma estable, degut a un seguit de
limitacions dels sistemes explorats que ja han estat discutits en els capitols corresponents. No
obstant, si que s’ha demostrat en aquests sistemes la capacitat d’expressido d’'una altra
proteina, la B-galactosidasa, que permet establir uns parametres de referéncia a partir dels
quals es possible realitzar una série d’extrapolacions per a procedir a I'avaluacio del sistema.
En tot cas, s’ha considerat molt interessant continuar fent I'analisi econdomica dels quatre
casos, ja que els resultats de la mateixa poden indicar fins a quin punt pot ser d’interés o no
'estudi més intensiu dels processos en els que no s’ha pogut obtenir I'expressié estable de
VP2.

Aquest estudi es realitza amb I'ajuda d’un programari de simulacié i calcul de plantes
de produccié biotecnoldgiques anomenat Superpro Designer (Intelligen Inc.), que requereix
que préviament es defineixi el bioprocés escollit per a cada un dels microorganismes i els
parametres que els caracteritzen (en cas de no disposar de dades, com en la Pichia pastoris,
els parametres s’hauran de fixar en base a extrapolacions). De la mateixa manera s’haura
d’assumir altres suposicions com per exemple la capacitat de resposta immunolbgica de la

proteina de fusié expressada amb E. coli, la VP2-DHFR, com s’exposara amb més detall.
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9.2. Definici6 de les variables de disseny dels

bioprocessos.

El primer pas o la primera variable que s’ha de fixar en la definicié d’un bioprocés és la
quantitat de producte que es vol generar i dur al mercat, que es fixa a partir de I'estudi del

mercat existent i fixant una determinada quota objectiu d’aquest mercat.

Com ja s’ha comentat en la introduccio inicial, la malaltia de Gumboro esta estesa
gairebé per tot el mon, i ara per ara la vacunacié i les mesures higiéniques son les uniques
eines per a evitar la propagaciéo d’aquesta malaltia. Aixi doncs, el mercat potencial absolut
representaria el mercat mundial, del qual només Europa genera una necessitat d’administracio
de 5-10° dosis/any. Per tal de realitzar un estudi significatiu, s’assumeix com a quota de mercat

una desena part del mercat europeu, és a dir, unes vendes de 5-10° dosis/any.

Com a criteri general per afrontar la definicié dels diferents bioprocessos, i el seu
dimensionament, s’inicia el disseny per I'equip principal de produccio, el bioreactor, en base a
les dades generades en els capitols anteriors del treball on s’han desenvolupat i estudiat
cadascun dels sistemes de cultiu, i la resta d’equipaments del bioprocés es dimensionaran de
forma coherent en relacié a I'equip principal de produccié. No obstant, el bioreactor s’ha de
sobredimensionar d’acord amb les pérdues de producte durant el procés de purificacid, per tal
de que el corrent de sortida de la planta sigui coherent amb la quantitat de producte que es vol
obtenir. Finalment, al volum del reactor se li aplica un factor de seguretat que es quantifica en
un sobredimensionament del 10%, per tal d’assegurar que s’assoleix la quantitat de producte

per cicle desitjat.

La problematica en fixar el factor de recuperacié de producte en el procés de purificacio
recau en que per a cada tipus de proteina o producte a purificar els factors de recuperacio sén
variables (Deutscher-1990). Tanmateix, s’utilitza un métode per a quantificar el factor de
purificacié, que es basa en el factor associat a cadascun dels passos de purificacio, i el
productori de tots els factors de recuperacié individuals correspondra al factor global de
recuperacié de la planta. Tenint en compte, que el producte es destina a la profilaxi en el
sector veterinari, donat que no és necessari un grau de purificacié exhaustiu, els circuits de
purificacié son relativament senzills. A la Taula 9-1 es mostren els factors de recuperacio

associats a cadascuna de les etapes individuals de purificacié (Harrison i col.-2000).
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Etapa Factor de recuperacio
Centrifugacio 0,98
Homogeneitzacio 0,98
Proteina 0,95
Filtracié
Virus 0,92
Gel filtracié 0,95

Taula 9-1: Recull dels diferents factors individuals de recuperacio per a les diferents etapes
que es proposen en els diferents sistemes de purificacio.

El nombre de processos que es podran realitzar per any es defineix a partir de la base
de calcul d’operacié de la planta que es fixa en 7920 hores 6 330 dies a l'any, i els colls

d’ampolla es situen en I'equip central de cultiu, el bioreactor.
A partir de la dada d’objectiu de produccid, per cada un dels bioprocessos es poden

realitzar els primers calculs per a quantificar les variables de disseny, a partir dels parametres

calculats en els capitols anteriors per cada un dels sistemes productius estudiats.

9.21. Sistema productiu de la vacuna classica IBDV-Ceél-lules

Vero.

La definicido de la quantitat de producte a obtenir es defineix a partir del nombre de
dosis anuals i de la quantitat de virus necessaria per a conformar una dosi. S’assumeix que la
vacuna classica que es confecciona a partir de virus atenuats, mitjangant la via quimica per
addicié de formol. La dosi vacunal per un virus atenuat és de 10° unitats viriques, el que
implica una produccié anual de 5,0-10" particules viriques, per a assolir la produccié fixada en

aquesta simulacio, 5-10° dosis/any.

Per a realitzar la simulacié de la planta productiva es prenen els valors que s’han extret
del darrer experiment del primer capitol dels Resultats i discussid, concretament de I'apartat
4.5.1. Consisteix en un cultiu en discontinu amb una concentracié de 3 g/L de Cytodex 3

(V/S=0,12) que ha estat infectat amb una MOI de 5 virus/cél-lula. La concentracié virica final
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que s’assoleix al final del cultiu és de 2,14-10" particules/L, i la concentracié de virus a l'inici
de la infeccié és de I'ordre de 10° particules/L. El conjunt de dades per aquest procés es

recullen a la Taula 9-2.

IBDV- Cél-lules Vero

Nombre de dosis/any 5,00-10°
Particules viriques/dosi 1,00-10°
virus total anual 5,010
% recuperacio purificacio 90

virus total anual al reactor 5,610

Estratégia de cultiu
Medi de cultiu

Discontinu infectat
MEMG + cytodex 3+10% FBS

Cost medi cultiu (€/Litre) 21
Temps del cultiu (h) 216
Temps preparacio bioreactor (h) 24
Temps cicle productiu (h) 240
Nombre de cicles/any 33
Concentracio virica (PI/L) 2,14-10"
Volum total anual (L) 2,6-10*
Volum reactor teoric (L) 787
Volum reactor dissenyat (L) 850
Particules virals/cicle 1,8:10"
Particules virals/any 6,0110"

Taula 9-2: Recull de parametres i calculs inicials realitzats a partir de les dades
experimentals per a l'analisi de la planta de produccié de la vacuna classica mitjangant
IBDV-Vero.

El rendiment global de recuperacié del producte és del 90%, tot i que bibliograficament
es troben valors entre 40-60% (Li i col.-2004), aquests corresponen a valors de particules
infectives, i no particules viriques totals, i so6n basicament deguts a la deterioracié dels virus en
I'etapa de filtraci6. El producte desitjat €s una vacuna atenuada, per tant l'interés es centra en

obtenir particules viriques totals.

Finalment, el volum del reactor calculat, tenint en compte que la durada d’'un cicle
productiu és de 240 hores (temps del cultiu principal més 24 hores de posada a punt del
mateix entre cicles), és de 787 litres, que es sobredimensiona fins a 850 litres de treball (els
volums de reactor es sobredimensionen aproximadament en un 10%). Aquests valors

impliquen un nombre total de 33 cicles anuals de produccio.
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0.2.2. Sistema d’expressi6 Baculovirus-Sf9.

En el cas de la VP2 expressada en baculovirus recombinant es disposen de dades de
resposta immunoldgica obtingudes directament en aus, que han permeées determinar que la
dosi vacunal efectiva és de 3 ug de VP2. A partir d’'aquesta dada i de la quantitat de dosis a
produir anualment es possible calcular la quantitat anual a produir de VP2, que es corregeix
amb el percentatge global de recuperacié en la fase de purificacio, valorat en un 85%,
coincidint amb valors trobats en altres estudis que empren el mateix sistema d’expressio
(Benavides i col.-2006). D’aquesta manera la quantitat de proteina total a produir en un any a
la sortida del reactor, sense tenir en compte la purificacié és de 1,765 Kg/any, com es mostra

en la Taula 9-3.

El cas que es pren com a base pel disseny de la planta és el cultiu discontinu infectat
(apartat 5.5.1.3), en el qual s’assoleix una concentracié cel-lular de 3,5-10° cél-lules/mL, que
segons dades d’altres treballs de cultius en cél-lules animals correspon una massa total de 1

mg/mL (Paredes-1998), i una concentracié6 final de VP2 de 42 pg/mL.

Sf9-baculovirus

Nombre de dosis/any 5,00-10°
pgram Vp2/dosi 3

Kg VP2 total anual 1,5
% recuperacioé purificacié 85
Kg VP2 total anual al reactor 1,765

Estratégia de cultiu
Medi de cultiu

Discontinu infectat
IPL-41 supl + 5% FBS

Cost medi cultiu (€/Litre) 30
Temps del cultiu (h) 140
Temps preparacio bioreactor (h) 24
Temps cicle productiu (h) 164
Nombre de cicles/any 48
Concentracio cel-lular (g/L) 1
Concentracio VP2 (ug/mL) 42
Volum total anual (L) 4,20-10*
Volum reactor (L) 875
Volum reactor dissenyat (L) 950
Producte total per cicle (g) 32,93
Producte total anual (Kg) 1,63

Taula 9-3: Recull de parametres i calculs inicials realitzats a partir de les dades
experimentals per a I'analisi de la planta de produccié de la vacuna recombinant mitjangant
baculovirus-Sf9.
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El temps de durada del cultiu és de 140 hores, al que se li ha d’afegir 24 hores
necessaries per a la neteja i posta a punt de nou del bioreactor, obtenint-se una durada de
cicle productiu de 164 hores, podent-se efectuar 48 cicles productius per any. A partir de tots
els parametres i dades exposats i recollits en la taula, es pot calcular un volum de reactor de

950 litres, a partir del qual ja es pot definir la conformacié de la planta.

0.2.3. Sistemes d’expressi6 Escherichia colii Pichia pastoris.

En el cas de I'expressié en Escherichia coli o en Pichia pastoris, s’han d’assumir
diferents parametres en base a la informacio bibliografica, ja que en aquests organismes o bé
s’ha expressat una proteina de fusié de la qual no se sap la capacitat de transferir proteccié

immunologica o no ha estat possible expressar el candidat vacunal, en el treball actual.

En la bibliografia consultada es quantifica la dosi vacunal de la proteina VP2
expressada en E. coli en 50 ug per la VP2 purificada i 150 pyg d’extracte sense purificar (Omar i
col.-2006). Aquests resultats indiquen possiblement, propietats de proteccié immunologica
inferior a la VP2 expressada en baculovirus. Aixi doncs, s’assumeix com a dosi vacunal 50 ug
de VP2-DHFR, el que suposa un increment de la proteina a produir de més de 15 vegades
respecte la dosi de VP2 en el sistema de baculovirus. Certament, aquest és un criteri
conservatiu, que en tot cas, s’hauria de modificar quan s’assolis I'expressié del candidat

vacunal en E.coli.

Per altra banda, a partir de la quantificacié de la quantitat de VP2-DHFR produida a
partir dels gels de proteines i I'analisi per técniques immunoldgiques (apartat 6.3.1.2), es pot
fixar el rendiment de proteina soluble respecte a la concentracié cel-lular d’E.coli (en pes sec)
en un valor de 0,0187 g VP2-DHFR/g PS. Com s’ha comentat amb anterioritat aquest valor és
baix, degut a l'efecte sobre el creixement per part del gen o de la propia proteina, si es
compara amb altres valors com en la produccié d’insulina que pot arribar fins a un 20% del pes
sec de les cél-lules, tot i que es tracti de cossos d’inclusié (Harrison i col.-2000). Altres autors
situen el nivell d’expressié d’'un bon sistema recombinant en un 10% del pes sec de les
cél-lules (Kramer i col.-1996). La resta de dades provenen de la fermentacié en discontinu
alimentat que ha estat induit amb una concentracié de IPTG de 0,03 mMols/g PS, dades que

es recullen a la Taula 9-4.
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Finalment, pel cas de I'expressio en Pichia pastoris, tenint en compte que no ha estat
possible assolir 'expressiéo de VP2 en aquest sistema, es proposa establir una determinada
base de calcul, que permeti efectuar la seva analisi, tot i que evidentment els resultats que
se’n puguin extreure resten supeditats a poder aconseguir I'expressio en els nivells assumits

per aproximacio.

El criteri escollit es basa en l'evidéncia experimental que s’ha pogut aconseguir en
I'expressio de la B-galactosidasa. Tanmateix, si es pren com a referéncia la relacié de
concentracions de [-galactosidasa obtingudes en els sistemes d’E.coli i P.pastoris, i
s’extrapolen les dades anteriorment calculades pel sistema d’E.coli a P.pastoris, a nivell de
dosi vacunal, és possible plantejar un escenari de produccié en P.pastoris, i realitzar els
calculs d’analisi del bioprocés. Per tant, tenint en compte que en aquest treball s’han
aconseguit expressions de B-galactosidasa en P.pastoris dues vegades superiors respecte
E.coli, es planteja fixar una base de calcul de treball de 0,036 g VP2-DHFR/g PS, conservant
la proporcié de dues vegades d’'increment. Si es compara amb altres treballs, també resulta un
valor situat en el rang baix d’expressio de proteines recombinants en el sistema de P.pastoris,
ja que sota del promotor AOX s’aconsegueixen nivells d’expressio del 30% de la proteina
soluble de la cél-lula, assumint que el 50% de la cél-lula correspon a proteina soluble, significa
un valor de 0,15 g producte/g PS (Cregg i col.-1987). Altres autors corroboren aquests nivells
d’expressio, com per exemple la expressio intracel-lular d’'un fragment de la toxina del tétanus
que s’assoleix un 27% de la proteina soluble, el que significaria uns 0,135 g VP2-DHFR/g PS
(Clare i col.-1991).

En ambdéds casos, I'estratégia de cultiu que s’ha definit com la més productiva és la
discontinua alimentada, i els volums de reactor necessaris per a fer front a la produccié de la
VP2 necessaria, tenint en compte el temps de cada un dels cicles productius, aixi com el
rendiment de recuperacio del procés de purificacid (del 80% en els dos casos, ja que el procés
de purificacié és idéntic), i la concentracio cel-lular que s’assoleix en cada un dels casos, son
de 240 litres per E.coli i 145 litres per P.pastoris. Segons valors bibliografics, els percentatges
de recuperacio per Pichia pastoris poden arribar a ser del 90% (Jahic i col.-2006), i del 80% en
E.coli (Lueking i col.-2000). El valor del factor de recuperacio obtingut és coherent amb el que
s’ha obtingut amb el sistema de baculovirus-Sf9, ja que tractant-se de processos de purificacio
similars, i degut a la major dificultat de disrupcio dels llevats i bacteris envers a les cél-lules
d’insecte, tot i augmentar a dos cicles de homogeneitzacid, el rendiment és un 5% inferior

respecte el cas de cél-lules d’insecte.
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E. coli P. pastoris
Nombre de dosis/any 5,00-10°
pgram Vp2/dosi 50 50
Kg VP2 total anual 25,0 25,0
% recuperacio purificacio 80 80
Kg VP2 total anual al reactor 31,250 31,250
Estratégia de cultiu FB FB
Medi de cultiu MD FBMS
Cost medi cultiu discontinu (€/Litre) 0,7 1,2
Cost medi addicio (€/Litre) 1,5 1,6
Temps del cultiu (h) 35 95
Temps preparacio bioreactor (h) 24 24
Temps cicle productiu (h) 59 119
Nombre de cicles/any 134 66
Concentracio cel-lular (g PS/L) 60 100
Rendiment (gVP2/g PS) 0,018 0,036
Volum total anual (L) 2,89:10* 8,68:10°
Volum reactor (L) 251 131
Volum reactor dissenyat (L) 240 145
Producte total per cicle (g) 207,36 417,6
Producte total anual (Kg) 27,79 27,56

Taula 9-4: Recull de parametres i calculs inicials realitzats a partir de les dades
experimentals per a I'analisi de la planta de produccié de la vacuna recombinant mitjangant
E.coli i P.pastoris recombinants.

9.3. Descripcid dels bioprocessos.

Definides les principals variables de disseny dels bioprocessos a comparar, centrades
basicament en I'etapa del cultiu, el segient pas consisteix en elaborar el diagrama de procés
en el que han de constar tots els equips principals que conformen el procés. L’equip principal
de la planta és el bioreactor, i el diagrama de procés es pot dividir en dues parts diferenciades:
la primera la conforma el bioreactor i tots els equips que permeten que es desenvolupi el cultiu
a I'escala final de produccio, i la segona és la part posterior al bioreactor, on s’ubiquen tots els
equips en els que es duen a terme totes les diferents operacions que conformen el procés de
purificacié. S’han de dimensionar també tots els equips, definir els serveis necessaris, els
requeriments energeétics i les matéries primeres que s’han d’emprar. Alguns d’aquests termes

els calcula directament el programari de simulacié i altres es fixen per I'usuari.
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9.3.1. Diagrama de procés basat en el sistema IBDV-Ceél-lules

Vero.

Aquest primer procediment necessita d’'un conjunt d’equips forca nombrds degut a la
limitaci6 que presenten els cultius de cél-lules superficie dependents, ja que no permeten
assolir densitats cel-lulars elevades. En aquest cas concret, aquest fet esta agreujat per la
baixa replicacié virica, necessitant un volum d’indcul viric en el moment d’infeccié elevat.
Aquest fet es veu reflexat en el diagrama que mostra la Figura 9-1, on a l'esquerra del
bioreactor principal (V-101) de 850 L de volum, hi ha els dos circuits de produccioé dels inoculs.
Els dos circuits sén basicament iguals: s’inicia el canvi d’escala amb una série de 8 ampolles
rodants (RBR-101 i RBR-102) que, un cop crescudes, serveixen d’indcul als primers
bioreactors de 8 litres de volum on les cél-lules creixen sobre microsuports (V-105 i V-102). Per
a desancorar les cél-lules dels microsuports s’extreu el medi de cultiu i s’addiciona una solucié
hipotonica (en base de clorur sddic, clorur potassic i glucosa) amb una relacié de 50 ml de
solucio per gram de Cytodex 3 (Lai i col.-1980). S’extreu el sobrenedant parant I'agitacio i
deixant sedimentar les cél-lules i microsuports i a continuacio s’inocula el seguent bioreactor
de 80 litres de volum (V-106 i V-104) (GEHealthcare-2005). En aquest bioreactor rau la
principal diferéncia dels dos circuits canvi d’escala. Mentre que 'operacioé es repeteix per a
obtenir la quantitat de cél-lules necessaries per a inocular el bioreactor principal des del
bioreactor d’augment d’escala (V-104), el bioreactor on es produeix I'indcul viric (V-106) s’hi
produeix I'etapa d’infeccido. Aquests dos bioreactors es transvasen al bioreactor principal de
forma sequencial. Per a recuperar les cél-lules que han de conformar l'indcul del bioreactor V-
104, d’'un volum considerable, se separen les cél-lules dels microsuports amb I'addicié de la
solucié hipotonica, i amb una centrifugacié per gradient de densitat, que permet obtenir
separadament els microsuports, les cél-lules i la solucid hipotonica (Manousos i col.-1980) (BC-
10). ElI medi de cultiu s’elabora en el circuit situat a la part superior dreta, solubilitzant el medi

en pols (V-103), i posteriorment es filtra i s’hi addiciona el s€rum de forma estéril (S-113).

Una vegada acabat el cultiu, que comptabilitzant el creixement cel-lular i I'etapa
d’infeccié té una durada de 216 hores, s'inicia la fase de purificacié. El sobrenedant (on hi ha
els virus) es transvasa a un tanc (V-107) on es procedeix a la inactivacié virica per a
manufacturar la vacuna. La inactivacié virica es realitza per via quimica, mitjancant I'addicié de

formol al sobrenedant, i deixant la mescla durant 24 hores a 37°C.

Finalment, els ultims passos que manquen per a obtenir el corrent de producte

consisteixen en dues etapes de purificacié que garanteixin que no hi ha solids ni restes
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cel-lulars en el corrent de sortida. Primer es realitza una centrifugacié (DS-101) i finalment, una

filtracio a 0,22 ym (DE-102).
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Figura 9-1: Diagrama de procés proposat per a la produccié de la vacuna classica en el sistema IBDV-Cél-lules
Vero. El diagrama consta de tres parts principals. A la part superior esquerra es situa el conjunt d’equips per a
I'elaboracié d’indcul viric. A la part central hi ha el tren principal d’equips de produccié de la vacuna classica. |
finalment a la part dreta i inferior del diagrama els equips de purificacio.
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9.3.2. Diagrama de procés basat en el sistema baculovirus-Sfo.

El bioprocés que es mostra en la Figura 9-2, s'inicia en la produccié del indcul cel-lular,
que degut a les dimensions del bioreactor (V-101) de 950 litres de volum, es desenvolupa en
dues etapes on s’utilitzen bosses de cultiu d’'un sol us, la primera de 10 litres (BBS-102), que
es transvasa quan s’assoleix una densitat cel-lular de 3-10° cél-lules/mL a la segona (BBS-103)

de 90 litres, i posteriorment s’inocula el bioreactor de cultiu.

Per una altra banda, el indcul viric s’elabora en un altre bioreactor de bossa de 10 litres
de volum (BBS-101). Aixi doncs, els passos d’'increment d’escala per les cél-lules mantenen
una relacioé d’'un factor de dilucié de 10, de manera que es garanteixi realitzar la inoculacio del
bioreactor a una densitat cel-lular suficient a partir d’'un cultiu que estigui en fase de creixement
exponencial. En canvi, per l'elaboracié del indcul viric és suficient mantenint un factor de
dilucié de 100.

El medi de cultiu (IPL-41 amb suplements) necessari per a desenvolupar el bioprocés
es prepara en un tanc agitat (V-102), i abans de ser introduit en el bioreactor es filtra i s’hi
afegeix esteriiment el sérum necessari (fins al 5% de FBS). Finalment el bioreactor esta
equipat amb un sistema d’aeracié composat per un compressor (G-102) i dos filtres, un a
'entrada (AF-104) i I'altre a la sortida de gasos del bioreactor (AF-102).

Una vegada s’ha desenvolupat el procés productiu, el brou es transvasa a un tanc
d’emmagatzematge (V-104) on s’iniciara la purificacié, mentre el bioreactor es neteja i es
prepara pel nou cicle. La purificacié s’inicia recuperant les cél-lules mitjangant una
centrifugacio, i posteriorment la massa cel-lular es lisa amb tampd bicarbonat (25 mM en el
tanc V-103 en una proporcié de 1 ml de tampé per cada 3-10° cél-lules). A continuacio, i per a
garantir la total lisi de les cél-lules, es procedeix a un cicle d’homogeneitzacié (HG-101), i es
procedeix a separar les restes cel-lulars del producte soluble amb una nova centrifugacié (DS-
102) i una filtracié (DE-102) per a garantir 'absoluta manca de particules solides en I'entrada
de la columna de gelfiltracié (C-101) on finalment s’obté el corrent purificat de VP2 en el
corrent S-123.
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Figura 9-2: Diagrama de procés proposat per a la produccié de la vacuna recombinant (VP2) en el sistema
baculovirus-Sf9. El diagrama consta de tres parts: el circuit superior d’equips esta destinat a I'elaboracié del medi de
cultiu. La part central consisteix en el conjunt d’equips proposats per a realitzar I'indcul cel-lular i viric necessari pel
bioreactor de produccié. Finalment el conjunt d’equips de la part inferior del diagrama es destina a la purificacié de

la proteina.
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9.3.3. Diagrama de proceés pel sistema basat en la produccio de
VP2 en E.coli.

Les majors diferencies en aquest cas respecte els diagrames proposats pels sistemes
que usen cél-lules d’animals es centren en la zona de cultiu, en la preparacio de I'indcul, i dels
medis necessaris per a desenvolupar l'estratégia del bioprocés. Com es pot observar
I'elaboracié de I'indcul es realitza en un bioreactor de 15 litres de volum (V-106), amb el que es
pot inocular directament el bioreactor de 240 litres (V-101), degut a que el factor de dilucié en
cultius bacterians per a la inoculacié pot ser fins i tot superior a 20, a causa de la facilitat de
generaci6 de cel-lules en aquest tipus de sistemes. El reactor de produccié disposa d’aeracio a
partir d’'un compressor (G-101) que impulsa aire enriquit amb oxigen al 10% (considerant un
valor mitja al llarg de tot el cultiu), a causa de la major demanda d'oxigen en els cultius
bacterians d’alta densitat. El corrent de gas és filtrat abans i després de bioreactor, per

assegurar I'esterilitat i I'estanqueitat del sistema.

L’altra diferéncia del diagrama es centra en que per I'estratégia de cultiu escollida per
E.coli s’han d’elaborar dos medis de cultiu diferents, el medi MD per a I'etapa discontinua (V-
102) de creixement cel-lular i el medi d’addicié per a I'etapa discontinua alimentada (V-105).
Els medis s’esterilitzen per calor (ST-101 i ST-102). En el cas del medi d’addici6 per a I'etapa
discontinua alimentada, inicialment, s’empra el medi ric en glucosa per tal d’assolir altes
densitats cel-lulars, fins arribar a la concentracié cel-lular de 60 gPS/L, moment en que
s’afegeix al corrent d’addicié I'inductor de I'expressid del bacteri, 'IPTG estéril ja que és
recomanable no esterilitzar I'lPTG per calor. La concentracié de treball de I'inductor correspon

a 0,03 mmols IPTG/g PS, que s’ha de mantenir constant al llarg de tota la induccio.

El temps d’un cicle productiu és de 59 hores, el que significa que es poden realitzar 134
cicles productius anuals. La dimensio dels equips principals s’ha realitzat en funcié de la Taula
9-4

Com es pot observar en la Figura 9-3, el procés de purificacié que es dissenya és
similar al del bioprocés emprat en el sistema baculovirus-Sf9, i es mantindra pel bioprocés
basat en Pichia pastoris. La principal diferéncia recau en que es realitzen dos cicles
d’homogeneitzacid degut a la major resisténcia d’aquest tipus de microorganismes a la
disrupcid i en la dimensi6é de la columna, degut a la major quantitat de proteina que s’ha a

purificar.
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Figura 9-3: Diagrama de procés proposat per a la produccié de la vacuna recombinant (VP2) en el sistema E.coli
recombinant. El diagrama consta de quatre parts: el circuit superior d’equips esta destinat a I'elaboracié del medi de
cultiu per a I'etapa discontinua, i el circuit inferior situat a continuacié és el d’elaboracié del medi d’addicié. La part
central consisteix en el conjunt d’equips proposats per a realitzar I'indcul necessari pel bioreactor de producci6.
Finalment el conjunt d’equips de la part inferior del diagrama es destina a la purificacié de la proteina VP2.
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9.34. Diagrama de proceés pel sistema basat en la produccio de

VP2 en P.pastoris.

El darrer bioprocés que es dissenya és pel sistema de P. Pastoris, que és basicament
el mateix que s’ha emprat pel cas d’E.coli, perd amb la diferéncia deguda al sistema d’induccié

que empra aquest llevat metilotrofic, que es realitza amb un medi ric en metanol.

Les dimensions dels equips principals, com la del bioreactor principal és de 145 litres
(V-101), inoculat a partir del bioreactor de canvi d’escala V-106 de 10 litres. Degut a la cinética
més lenta de la P.pastroris en front del sistema bacteria, el temps necessari per a realitzar un
cicle productiu és de 119 hores, el que suposa poder realitzar 66 cicles anuals. De manera
semblant a al cas d’E.coli, hi ha dues etapes en aquest tipus de bioprocés en que s’usa una
estratégia discontinua alimentada, i per tant dos circuits de preparacié de medi. En el primer
situat a la part superior (V-102) s’elabora el medi FBSM per a I'etapa discontinua, i en el
moment en que s’esgota el glicerol es procedeix a I'etapa d’adaptacié del canvi de font de
carboni (a metanol) per a realitzar la induccié. L’addicié del medi ric en metanol es basa en
I'estrateégia de pO,-stat, amb un valor de consigna del 35% de pO,. El medi que s’utilitza per a
la induccié en base a metanol (M-FB-2) s’elabora en el tanc (V-105), i degut a les seves
caracteristiques s’ha d’esterilitzar per filtracié. L'etapa d’adaptacié al canvi de la font de
carboni es realitza en el moment en que el cultiu assoleix una densitat cel-lular de 30 gPS/L. Al

final del cultiu la concentracié cel-lular generada és de 100 gPS/L.

El reactor de produccio6 disposa d’aeracio a partir d'un compressor (G-101) que impulsa
aire enriquit amb oxigen al 10% (considerant un valor mitja al llarg de tot el cultiu), a causa de
la major demanda d’oxigen en els cultius de llevats d’alta densitat. El corrent de gas és filtrat

abans i després de bioreactor, per assegurar I'esterilitat i 'estanqueitat del sistema.

Respecte el sistema de purificacié, composat pel conjunt d’equips de la zona dreta i
inferior del diagrama de procés, és idéntic al que s’ha proposat pel sistema anterior basat en el

cultiu de E.coli.
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Figura 9-4: Diagrama de procés proposat per a la produccié de la vacuna recombinant (VP2) en el sistema
P.pastoris recombinant. El diagrama consta de quatre parts: el circuit superior d’equips esta destinat a I'elaboracié
del medi de cultiu per a I'etapa discontinua, i el circuit inferior situat a continuacié és el d’elaboracié del medi
d’addici6. La part central consisteix en el conjunt d’equips proposats per a realitzar I'indcul necessari pel bioreactor
de produccié. Finalment, el conjunt d’equips de la part inferior del diagrama es destina a la purificacié de la proteina

VP2.

- 284 -



Analisi dels bioprocessos i avaluacié economica.

9.4. Avaluacio economica.

Una vegada han estat definits els diferents bioprocessos, s’han dimensionat els equips
i quantificat el volum de reactius necessaris a partir dels balangos de matéria aplicats a les
plantes amb l'ajuda del programari SuperPro Designer, es pot procedir a realitzar I'avaluacio
economica de cadascuna de les propostes presentades. Als annexes es poden trobar les
taules resum dels preus dels equips, el cost de les materies primeres, del material fungible, el
cost dels salaris dels treballadors, etc., que han estat emprades per a realitzar els calculs de

les plantes industrials.

9.4.1. Inversio total del projecte.

La inversio total del projecte es divideix en dues partides diferenciades, que soén el
capital immobilitzat i el capital circulant. La primera partida contempla els costos associats a la
construccié de la planta, i la segona a aspectes puntuals per a poder fer que la planta estigui
operativa. El capital circulant contempla els costos d’arrencada, el capital de treball i els costos

de [+D+]. A continuacio és detalla com s’ha realitzat el calcul dels diferents costos.

Capital immobilitzat .

El capital fix directe correspon als costos que es deriven directament de la construccio
de la planta productiva, el que també s’anomena costos fisics. El capital fix directe es divideix

en costos directes, els costos indirectes i altres costos.

A. COSTOS TOTALS DIRECTES (CTD)

a. Cost dels equips (CE) Suma de costos individuals
b. Instal-lacié Suma de costos individuals
c. Conduccions i connexions 0,35-CE
d. Instrumentacio 0,40-CE
e. Aillament 0,03-CE
f. Sistemes eléctrics 0,35-CE
g. Construccions 0,45-CE
h. Acondicionament terreny 0,15-CE
i. Serveis auxiliars 0,40-CE
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B. COSTOS TOTALS INDIRECTES (CTI)
a. Enginyeria 0,25-CTD
b. Construccio 0,35-CTD

C. ALTRES COSTOS (AC)

a. Taxes del contractista 0,05-(CTD+CTI)
b. Imprevistos 0,10-(CTD+CTI)
CAPITAL IMMOBILITZAT CTD+CTI+AC

Taula 9-5.: Components del capital immobilitzat en una planta, en funcié dels coeficients establerts a partir dels
criteris generalment acceptats.

Costos totals directes (CITD).

La base de calcul a partir de la qual es calcula cada una de les partides dels costos
totals directes (a excepcio del cost dels equips i d’instal-lacid), es genera a partir de la suma
del cost dels equips (recollits en la base de dades del programari), i del cost d’instal-lacié
(que depén del tipus d’equip). Per a calcular la resta de partides dels costos directes, s’ha
d’aplicar un seguit de coeficients generalment acceptats a la base de calcul (M Peters i

Timmerhaus-1991), com es mostra a la Taula 9-5.

Els costos dels equips es calculen a partir de valors per defecte que disposa de la base
de dades del programari de simulacid, i aquests es corregeixen segons la relaciéo de les

dimensions concretes, seguint una rad que les relaciona, com es mostra en la segient funcié:

D a
Cost=Cost,,, ° [ J

base

On el Costyase €s el valor del cost de I'equip provinent de la base de dades disponible
en el SuperPro, mentre que Dypase €s la dimensio caracteristica (corresponent al cost base de la
base de dades), D és la dimensi6 de I'equip concret dissenyat i a un coeficient de la relacio

(que esta fixada per cada tipus d’equip en el mateix programari).
Els altres costos directes es defineixen de la seglient manera:

Conduccions i connexions: cost associat a tot el sistema de canonades i conductes,

aixi com totes les connexions necessaries.
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Instrumentacid: cost de tots els elements de control i instrumentacié que permetin que

la planta funcioni de manera adequada, aixi com els sistemes de seguretat i alarmes.

Aillament: son els costos que es desprenen dels elements d’aillament térmics, aixi

com els de confinament.

Sistemes eléctrics: referits als costos de disposar d’'un operatiu amb fonts d’energia
alternatives i de seguretat que puguin aportar energia en cas de caiguda de la tensio de la
xarxa. Inclou estabilitzadors de corrent per a la proteccidé d’equips, com Serveis d’Alimentacié

Ininterrompuda, i generadors eléctrics.

Construccions: consisteix en el cost de construccié de plataformes, sales de control

sense equips, passarel-les, galeries de serveis, etc..

Condicionament del terreny: cost de la construccié dels accessos de la planta, el

parquing del personal, ports de carrega i descarrega, zona verda, etc..

Serveix auxiliars: equips no descrits en la planta del procés, perd que aporten els
serveis auxiliars necessaris pel procés, com els vapor d’aigua de calefaccid, sistemes de

refrigeracio, etc..

Costos totals indirectes (CTI).

Els costos totals indirectes son aquells costos de la construccié de la planta que no
estan associats a un equip, sigui principal, auxiliar, o a una zona de la planta, i es centren
basicament en els costos d’enginyeria que inclouen el disseny de la planta, fulls
d’especificacions dels equips, i en els costos de construccié. Els dos tipus de costos

indirectes és calculen aplicant un coeficient al cost total directe.

Altres costos (AC)

Els altres costos es defineixen com els costos que representa els guanys de I'empresa
constructora (taxes del constructor) i també es destina una partida pressupostaria als

possibles imprevistos que puguin sorgir en el procés de construcciéo de la planta. Aquests
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costos es calculen a partir d’aplicar uns coeficients als costos totals (CTD i CTI), que

corresponen a un 5% per I'enginyeria i un 10% per a fer front als possibles imprevistos.

Capital circulant.

El calcul del capital circulant es centra basicament en dues partides anomenades el
capital de treball i el cost d’arrencada. El capital de treball consisteix en els costos per a
mantenir la planta en funcionament i es calcula en funcié dels costos d’operacié (ma d’obra,
matéries primeres, serveis, ...), de manera que dota a la planta d’'un marge de temps en que
pugui continuar operant encara que sorgeixi algun contratemps. En el present cas, es valora el

capital de treball en el cost d’'operacio de 30 dies, el que representa gairebé un 10% del total.

Per altra banda, el cost d’arrencada consisteix en la despesa que hi ha entre que la
planta comenga a funcionar i esdevé plenament productiva. Aquesta despesa es calcula
juntament amb el cost de validaci6 de la planta, i en el present cas es quantifica com un 5%

del capital immobilitzat, valor acceptat en aquest tipus de plantes (Harrison i col.-2000)

L'ultim cost que es considera dins I'apartat del capital circulant, és el cost de I+D+lI,
que correspon a la despesa que s’ha de realitzar per a mantenir el Departament de
Investigacié, Desenvolupament i Innovacié, imprescindible per a poder desenvolupar
bioprocessos que desemboquin a produccions industrials. Aquest cost en el present estudi es

considera fix per a tots els casos estudiats i es valora en 200.000 euros.

Cost d’operacio.

Els costos d’operacioé son la suma de tots els costos associats al funcionament de la
planta productiva per a l'obtencié del producte, i aquests costos son proporcionals a la

quantitat de producte que s’obté.

Els costos d’operacid inclouen el cost del personal que treballa a la planta, que es
comptabilitza a partir de coeficients assignats a les operacions i equips, el cost de les matéries
primeres, cost de material fungible o d’'un sol Us, els cost dels serveis consumits (vapor,
electricitat, aigua de refrigeracid...), el cost de tractament dels residus generats, etc.. La
totalitat d’aquests costos s’avaluen directament mitjangant el programari al que se li introdueix

els preus de les matéries primeres i del material fungible (per complementar la base de dades
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del 2007, corresponent a la versid 7.1), el sou dels treballadors per hora (calculat a partir de

relacions d’hores de feina segons el tipus d’equip i d’'operacié.

El programari inclou en aquesta partida 'amortitzacié (A) de la planta. L’amortitzacié és
el cost referit a la desvaloritzacié del capital immobilitzat amb el temps d’operacié de la planta.
Aquesta desvaloritzacié és deguda a I'obsolescéncia dels equips i la tecnologia de la que
disposa la planta. Hi ha diferents meétodes de calcul de I'amortitzacié: meétode lineal
(amortitzacio constant al llarg dels anys fixats) o métodes corregits que disminueix el valor de
I'amortitzacioé puntual anual a mesura que passa el temps. El periode d’amortitzacié és situa
entre els10 i els 20 anys, no és aconsellable superar aquest termini. Aquesta es calcula sobre
el total del capital immobilitzat (Cl), i en aquest treball s’ha fixat el temps d’amortitzacié en 15
anys amb una estimacié d’amortitzacio lineal. A més, es considera que el 90% de la inversi6
total s’afronta mitjangant un crédit bancari, amb un interés fix del 7%, incloent també aquest
cost en I'apartat de costos d’operacié. El valor restant de la planta es pot calcular a partir de
'amortitzacio efectuada, tal com mostren les segients equacions, sent f la fraccié amortitzada

en els anys anteriors:

B ClI _CI
Periode A 15

CI-(1-f) CI-(1-f)

Valor planta = =
Periode A 15

Aquesta categoria de costos també podrien incloure els costos de les patents, els
costos de publicitat i de vendes, el transport, etc., costos que no han estat considerats en les
simulacions realitzades per les diferents plantes planificades, ja que d’'una banda sén dificils
de valorar, i d’altra banda, els efectes comparatius entre els diferents processos que s’utilitzen
es consideren que seran del mateix ordre, i per tant no afegiran diferéncies sensibles de cara a

I'estudi que es realitza.

9.4.2. Analisi de rendibilitat.

L’analisi de rendibilitat és I'eina que permetra avaluar si un bioprocés és viable o no des
del punt de vista econdmic, confrontant les dades dels costos que genera el bioprocés amb les
dades dels beneficis que aporta. Primer de tot cal quantificar els ingressos que genera la

comercialitzacié del producte, un cop fixat el preu de venda. En el cas d'estudi s’ha de
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considerar que el preu de venda es defineix per dosi vacunal (i no esta fixat per gram de
producte). Degut a que la dosi vacunal varia segons el bioprocés, el preu per unitat massica de
producte també sera diferent. Aixi doncs, segons el bioprocés utilitzat per a la produccio, el

preu de venta es veura afectat com es mostra en la Taula 9-6.

Dosi vacunal Prezj€;josi Vendes/ producte (€/g)
IBDV 10° particules viriques 1,210 -ND-
Baculovirus-Sf9 3 (ug) 1,210 4016
P.pastoris i E. coli 50 (ug) 1,210 241

Taula 9-6: Relacio entre la dosi vacunal, el preu de venta associat per a una dosi, i el preu de venta en per gram de
producte, per a cadascuna de les alternatives dels sistemes de produccié. (ND, No Determinat).

Una vegada s’ha calculat el total de vendes anuals, es pot calcular el guany brut anual
restant a les ventes el cost d’operacid, i continuacié per a calcular els beneficis nets, s’han de

descomptar els impostos, que es fixen en un 30%, com mostren les segients equacions:

Guany Brut = Vendes Totals - Cost d' Operacio

Beneficis Nets = Guany Brut (1-0,3)

Parametres d’analisi de la rendibilitat.

En el procés de l'analisi de la rendibilitat hi ha un seguit de parametres que permeten
definir la viabilitat o no del projecte, aixi com poder comparar diferents propostes d’inversio i
escollir a priori la que ha de suposar una major rendibilitat de la inversié que es vol afrontar.
Aquests parametres son el marge brut (quin percentatge del total de les ventes sén guanys
bruts), el retorn de la inversié (quin percentatge representen els beneficis nets en front del total
de la inversio) i el temps de retorn (corresponent als anys en que es pot fer front a la inversié
total, considerant els beneficis nets). Les formules de calcul d’aquests parametres es mostren

en les seguents equacions:
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Marge Brut = Guanys Bruts 100
Total ventes
Retorn Inversié = e Net 50
Inversio Total
T 11 Iy
Temps de Retorn (anys) = ota n\.’ersm
Benefici Net

Al comparar els diferents projectes que s’avaluin, cada un d’aquests parametres dona un
idea diferent de la rendibilitat, com per exemple un major marge brut significa que el cost
operatiu de la planta és més baix, per tant, els costos de produccié directament lligats a la
quantitat de producte generat son menors respecte les altres opcions. Per altra banda, el
retorn de la inversio i el temps de retorn donen una idea del benefici que es genera respecte la
inversié aportada. Un dels parametres més sensibles per a la inversio és la taxa interna de
rendibilitat (TIR), que consisteix en la taxa de descompte que permet recuperar la inversio
inicial, i que marca el limit en el qual una inversié comencga a ser rendible. En altres paraules,
la TIR és la taxa de retorn que iguala els fluxos dentada de la caixa, amb els
desemborsaments, per tant, és la taxa de retorn que atorga un valor nul al valor actual net, és

a dir, al balang econdmic net a la caixa.

Segons el risc que s’hagi d’assumir en una inversié, la TIR acceptable varia
substancialment, augmentant molt la TIR acceptable a mesura que augmenta el risc. En
aquest tipus d’inversions (industria biomédica o biofarmaceéutica) no és aconsellable inversions
amb TIR inferiors al 50%, degut a que és una industria d’alt risc i en constant evolucié. No
obstant, aquest factor també depén molt de la situacié concreta on es desenvolupi el procés.
Si es tracta d’'una planta que es construeix exclusivament per al producte en qliestio, els valors
s6n més conservatius que no pas si el producte s’obtindra en una planta més versatil, on se’n
produeixin d’altres, de forma que es puguin compartir una serie de costos (instal-lacions

generals, comercialitzacio, distribucié, obra civil...).

9.4.3. Avaluacio economica dels bioprocessos.

De les simulacions corresponents de les plantes productives dels bioprocessos (els
valors de les quals es troben en els annexes corresponents), s’avaluen les seves analisis

econOmiques, que es recullen a la Taula 9-7.
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El primer que crida I'atencio de la taula resum de les diferents dades econdmiques és
que el capital d’inversi6 total (o la seva principal partida, el capital immobilitzat) és similar en
els processos de produccio de la proteina VP2 recombinant, i augmenta notoriament en el cas
de la produccié de la vacuna classica de IBDV. Aquest fet és degut al major nombre d’equips
que s’han hagut de dissenyar per a poder realitzar els processos d’augment d’escala per a
poder inocular el reactor principal. Entre tots els sistemes que produeixen VP2 recombinant,

les diferéncies sén poques i sén causades per les diferents dimensions dels equips.

IBDV  VP2-baculovirus VP2-E.coli VP2-P.pastoris

Capital d'Inversio Total (milions €) 15,090 11,154 11,238 10,087
Capital Immobilitzat (milions €) 13,970 10,237 10,382 9,366
Cost d'Operacio (milions €/any) 4,909 4,247 3,665 2,373
Total ventes (milions €/any) 6,040 6,001 6,011 6,004
Benefici Brut (milions €/any) 1,131 1,754 2,346 3,631

Benefici Net (milions €/any) 0,791 1,228 1,642 2,542
Marge Brut (%) 18,72 29,23 39,03 60,47
Retorn d'Inversi6 (%) 5,24 11,01 14,61 25,20
Temps de retorn (anys) 19,07 9,08 6,84 3,97

TIR (Taxa Interna Rendibilitat) (%) 9,92 24,30 42,73 83,67

Taula 9-7: Recull de les principals partides de costos, vendes, beneficis, aixi com el Marge Brut, Retorn d’Inversio,
Temps de retorn i TIR per cada un dels bioprocessos estudiats basats en els quatre sistemes productius diferents.

Si es compara els sistemes de produccié de proteines recombinants, el bioprocés que
empra el sistema baculovirus-Sf9 disposa d’'uns equips de cultiu de major volum respecte el
sistema bacteria i de llevats, perd contrariament, els equips de purificacié s6n menors degut a
la menor quantitat de proteina a produir. Per tant, la diferéncia de cost entre les plantes queda
compensat pels tres sistemes que produeixen VP2 recombinant. En canvi, les majors
diferéncies es troben en el cost d’operacié (matéries primeres, material fungible, ma d’obra,
etc.), perd basicament es centren en el cost dels medis de cultiu i els volums que s’utilitzen.
Més endavant s’analitza amb més profunditat la comparacié dels costos d’operacié entre els

diferents sistemes.
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Observant la taula dels resultats de I'avaluacié econdmica es conclou rapidament que
de les propostes de plantes realitzades, la que ofereix una millor rendibilitat a la inversio és el
cas de la produccié emprant P.pastoris, que ofereix una taxa interna de rendibilitat (TIR) major,
concretament del 83,67%, vers els valors que s’obtenen pels altres sistemes que disminueixen
fins a valors de 42,73 % per a I'E. coli, 24,30 % pel baculovirus i de 9,92 % pel IBDV. Vist des
d'un altre punt de vista, el temps de retorn pel sistema més favorable (P.pastoris) queda fixat
en 3,97 anys, en canvi, el temps de retorn per les altres propostes sén majors, concretament
de menys a més temps soén: de 6,84 anys per I' E.coli, 9,08 pel baculovirus i de 19,07 anys pel
sistema IBDV-Vero. Aquesta variabilitat que es dona en la viabilitat de la inversié a realitzar,
donat que la inversi6 total o el capital immobilitzat (exceptuant el cas de IBDV) aixi com els
ingressos deguts a les vendes totals anuals del producte sén similars, es causada per la
diferencia que hi ha entre el cost d’operacié dels diferents sistemes, tal i com es pot observar

a la Figura 9-5.
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Figura 9-5: Comparaci6 dels Costos d’operacioé de les diferents simulacions de les plantes
realitzades pels sistemes productius dissenyats.

La relacié dels costos d’operacio entre el pitjor dels cassos (IBDV) i el millor (VP2-
P.pastoris) és lleugerament superior al doble. Es a dir, per a obtenir les mateixes vendes d’un
producte destinat al mateix Us, costa el doble produir-lo en el sistema IBDV respecte el cost
del sistema de P.pastoris. Si es compara el cost pels tres sistemes que produeixen VP2
recombinant, aquest augmenta de 2,37 milions d’euros I'any per a P.pastoris, a 3,67 milions
pel cas de E.coli, 4,25 milions pel cas del baculovirus-Sf9 i 4,909 milions pel cas de IBDV.
Aquests augments en el cost d’operacié repercuteixen en un menor quantia dels beneficis
nets, i consequentment, una disminucié de la viabilitat de la inversio, ja sigui justificada per la

TIR o pel temps de retorn.
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La Figura 9-6 mostra percentualment les aportacions de cadascuna de les partides que
conformen el cost d’operacio per a cada un dels sistemes.
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Figura 9-6: Diagrama de les aportacions percentuals de les diferents partides que conformen els costos d’operacié
per a cada un dels sistemes productius que han estat proposat. De dreta a esquerra i de dalt a baix corresponen a:
IBDV-Vero, Baculovirus-Sf9, E.coli i P.pastoris.

Com es pot comprovar, el cost associat a les instal-lacions, que correspon a
I'amortitzacio del capital immobilitzat tenint en compte que s’hi ha comptabilitzat el cost dels
interessos del préstec del 90% de la inversio total, correspon a la partida més gran de les que
conformen els costos d’operacio. Tenint en compte que el capital d’'inversio total és similar en
els sistemes de produccié de proteines recombinants (al voltant de 1.500.000 €/any,
exceptuant el cas de la produccio en el sistema IBDV, que no es comparable directament
degut al capital immobilitzat major respecte a la resta de sistemes, el qual suposa un valor de

2.200.000 €/any), a mesura que augmenta el percentatge que aquest representa en front a la
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resta de partides, significa que la resta de partides son menors. Aquest fet posa de manifest
que el cost de les partides més importants com les matéries primeres (basicament medis de
cultiu), personal i material fungible incrementen, suposant un augment del cost d’operacio, que

finalment és el factor decisiu per a obtenir un procés més o menys rendible.

Concretament, si es compara per exemple l'aportacié en el cost de les matéries
primeres, és a dir, basicament dels medis de cultiu, aquest és quasi cinc vegades major pel
sistema de E.coli (10,40%, 381.000 €/any) envers el sistema de P.pastoris (2,44%, 58.000
€/any), i aquest augment és molt més considerable en el cas del sistema de baculovirus-Sf9,
que augmenta fins a un 21,1% suposant un total de 896.000 €/any. EI motiu principal és degut
a I'increment del preu dels medis de cultiu de cél-lules animals, en front dels medis emprats pel
cultiu de bacteris i llevats. Per una altra banda, la diferéncia entre el procés en bacteris o en
llevats, recau en l'elevat preu de l'inductor (IPTG) dels cultius d’E. coli. Un altre motiu que
contribueix a I'abaratiment del procés, és la disminucié del volum de produccio, que afecta
directament al cost dels equips i de tots els costos relacionats directament (personal,
serveis,...) i a la quantitat, i per tant, al cost de les matéries primeres. Com ja és sabut, una de
les maximes per tal d’obtenir processos més rendibles, consisteix en disminuir el volum de
produccid, ja sigui causat per un canvi del sistema d’expressio o per a emparar estratégies de

cultiu d’alta densitat cel-lular, que ofereixen processos molt més productius.

Una altra partida en la que s’observen diferéncies és la destinada al personal de la
planta, que es calcula de forma automatica pel programari emprat i és funcié del tipus

d’equipament i del tipus d’operacions que es realitzen.

La producci6 de la vacuna recombinant amb la proteina VP2 recombinant en el sistema
baculovirus-Sf9 es mostra prou atractiva, sobretot tenint en compte les evidéncies ja recollides
en aquest treball sobre l'activitat del candidat vacunal. El principal aspecte on es podrien
aconseguir millores notables és la definicié de nous medis per la propia companyia per a

abaratir-ne els costos.

Als resultats de I'analisi econdmic s’observa que el sistema de producci6 de la vacuna
classica amb virus inactivats és el que ofereix uns marges econdmics més limitats. No obstant,
cal indicar que aquesta és una metodologia ben establerta, ja que ha estat la primera a
instal-lar-se a nivell industrial, i en molts casos pot obtenir-se un profit economic. S’ha de tenir
en compte que els resultats que s’han obtingut en el sistema de IBDV-Vero es deu a la baixa (i
poc habitual en sistemes virics) eficiéncia d’infeccid, obtenint-se com a molt uns 25 virus per

cél-lula infectada. Per tant, s’ha de considerar que en cas d’obtenir una replicacio virica de
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500-1000 virus per cél-lula (valor normal en sistemes virics), els resultats serien absolutament
diferents, ja que probablement esdevindria molt rendible. Per tant, resulta aconsellable
desenvolupar un estudi on es conjuguin els virus IBD amb diferents tipus de cél-lules
receptores, per tal de poder assolir uns index de replicacié virica adequats. Per a poder
quantificar I'efecte que tindria obtenir un valor de replicacié virica de 500 virus/ cél-lula
infectada, es refan els calculs inicials pel disseny de la planta, els resultats dels quals es

mostren a la Taula 9-8.

IBDV-Vero (500 virus/cél-lula)

Nombre de dosis/any 5,00-10°
Particules viriques/dosi 1,00-10°
virus total anual 5,0110™

% recuperacio purificacio 90

virus total anual al reactor 5,6:10"
Estratégia de cultiu Discontinu infectat
Medi de cultiu MEMG + cytodex 3+10% FBS
Cost medi cultiu (€/Litre) 21

Temps del cultiu (h) 216
Temps preparacio bioreactor (h) 24

Temps cicle productiu (h) 240
Nombre de cicles/any 33
Concentracié virica (PI/L) 410"
Volum total anual (L) 1,39-10°
Volum reactor teoric (L) 42,09
Volum reactor dissenyat (L) 45
Particules virals/cicle 1,8:10"
Particules virals/any 5,9-10"

Taula 9-8: Recull de parametres i calculs inicials realitzats a partir de les dades hipotétiques
per a I'analisi de la planta de produccié de la vacuna classica basada en IBDV, a partir d'un
index de replicacié de 500 virus/cél-lula.

Com es pot observar, proporcionalment a 'augment de I'eficiéncia d’infeccid, el volum
del bioreactor de produccié disminueix, i consequentment també ho fan la resta d’equips de la
planta, i els costos d’operaci6 (sén necessaries unes 20 vegades menys de volum de medi). A
més, no tan sols disminueix el volum dels equips siné que també disminueix el nombre, ja que
no es necessari tants passos per a augmentar el volum productiu del procés. Aixi doncs, el
volum del bioreactor de produccio és de 45 litres, el que significa una escala de volum tipica
de planta pilot, i no de planta industrial, per la qual cosa no té gaire sentit realitzar una
simulacio de la planta ja que no seria comparable, perd no hi ha cap dubte que esdevindria el

proceés més rentable de tots.
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Els processos basats en I'expressio de VP2 recombinant en E.coli i P.pastoris mostren
un important potencial. Tot i que se’ls ha penalitzat amb uns elevats valors per la dosi vacunal
efectiva (50 pg), I'analisi demostra que sén els sistemes que poden oferir una millor viabilitat
econdmica, degut a que basicament sén sistemes que permeten assolir majors concentracions
cel-lulars i quantitat de producte, fet que comporta la disminucié dels costos d’operacié. No
obstant, com s’ha demostrat en aquest treball, requereixen un esfor¢ notable en el
desenvolupament en els aspectes més basics per tal d’aconseguir la correcta expressié de la
proteina recombinant o un fragment de VP2 immunoldgicament actiu, per tal d’obtenir uns

clons més estables i productius.

P. pastoris Yp/x =8 %

Nombre de dosis/any 5,00-10°
pgram Vp2/dosi 50
Kg VP2 total anual 25,0
% recuperacio purificacio 80
Kg VP2 total anual al reactor 31,250
Estratégia de cultiu FB
Medi de cultiu FBMS
Cost medi cultiu discontinu (€/Litre) 1,2
Cost medi addici6 (€/Litre) 1,6
Temps del cultiu (h) 95
Temps preparacio bioreactor (h) 24
Temps cicle productiu (h) 119
Nombre de cicles/any 66
Concentracio cel-lular (g PS/L) 100
Rendiment (gVP2/g PS) 0,08
Volum total anual (L) 3,91-10°
Volum reactor (L) 59
Volum reactor dissenyat (L) 65
Producte total per cicle (g) 416
Producte total anual (Kg) 27,46

Taula 9-9: Recull de parametres i calculs inicials realitzats a partir del cas hipotétic de
produccié de la vacuna recombinant mitjancant P.pastoris amb un rendiment de producte-
biomassa del 8%.

En l'analisi efectuat, malgrat haver hagut de fer una série de suposicions en aquests
casos, permet arribar a la conclusié que seria del tot recomanable invertir esforgos en el
desenvolupament del sistema d’expressid, en concret en P.pastoris, donat que ofereix un

horitz6 econdmic més favorable.

Homologament a I'estudi del hipotétic cas de produccié de virus IBD amb un index de

replicacié de 500 virus/cél-lula, es realitza el calcul d’'un hipotétic clon de P.pastoris que
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expressés VP2 (o un segment d’aquesta proteina immunoldgicament activa), que oferis uns
nivells d’expressié mitjans segons les dades bibliografiques, fixant un valor del 8% de producte

respecte el pes sec del llevat, els resultats del qual es mostren a la Taula 9-9.

Els resultats dels calculs realitzats, permeten disminuir proporcionalment el volum de la
planta de produccid, i el nivell d’escala obtingut (igual que en el cas del IBDV) pertany a una
planta pilot amb un bioreactor productiu d’'un volum de 65 litres, en el qual no té sentit realitzar
les simulacions, perd sense cap mena de dubte es reduiria el cost de produccié de forma

substancial.

Cal dir que, en el camp de la industria, aquest tipus de processos permeten generar
plantes amb gran versatilitat. Es a dir, en comptes de construir una planta amb les dimensions
necessaries per a la produccié anual d’aquest unic producte a tot rendiment, el que resulta
més atractiu i rendible és conceptualitzar una planta de més volum que permeti realitzar les
produccions de diferents processos (i per tant de productes). Per tant, s’obté una planta molt
més versatil, que pot allotjar diferents sistemes productius, de manera que ofereix meés
estabilitat industrial ja que no centra tot el seu benefici a les ventes d’'un sol producte, fet que
augmenta el risc a expenses del desenvolupament i evolucié subjecte al mercat d° aquest
producte. Per altra banda, el fet de coexistir diferents processos per un mateix equipament
suposa que els costos associats a la produccid que deriven del cost de les instal-lacions,
s’hauria de repartir entre tots els processos. Aquest fet resulta important degut a que a I'analisi
dels costos d’operacié dels quatre casos estudiats, aquest cost s’ha quantificat en un valor
entre un 40 i un 60%, dels costos anuals d’operacié. Per tant, si es conceptualitzés una planta
que disposés, per exemple, de quatre processos productius diferents, el cost absolut de les
instal-lacions associable a cada procés es reduiria a una quarta part. Si es trasllada aquesta
reduccié als casos estudiats anteriorment, el cost atribuible a les instal-lacions respecte el cost
total d’operacio anual seria entre un 13 i un 28%, o expressat d’'una altra manera, el cost total
d’operacio disminuiria entre un 28 i un 46%, amb el consequent augment dels beneficis bruts i

de la rendibilitat del procés.
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Al llarg d’aquest treball s’ha estudiat la produccié d’una vacuna contra la malaltia de
Gumboro (la vacuna classica i una alternativa de vacuna recombinant), aplicant les eines de
l'analisi de bioprocés. Per a fer-ho s’han considerat fins a quatre alternatives de sistemes
bioldgics, i en totes elles s’ha desenvolupat el treball des de la perspectiva de desenvolupar

processos robusts, relativament senzills, i implementables a nivell industrial.

D’aquesta manera, s’ha pogut obtenir per a cadascuna de les quatre alternatives un
bioprocés de referéncia, que al seu temps s’ha pogut analitzar en termes de viabilitat
econdmica i de rellevancia industrial. Aquesta analisi es mostra molt util a I'hora d’identificar
les principals arees on caldria efectuar millores per tal d’augmentar la rendibilitat dels

bioprocessos plantejats.

Cal fer esment que aquesta analisi s’ha fet amb les quatre alternatives, malgrat que en
aquest treball, en dues d’elles no s’ha pogut demostrar de forma complerta la possibilitat
d’expressar la proteina recombinant d’interés (la proteina VP2), si més no, de forma estable.
En aquests dos casos (E.coli i P.pastoris), s’han realitzat els estudis de produccié amb una
altra proteina model (B-galactosidasa), i amb els bioprocessos posats a punt s’ha realitzat
lanalisi de viabilitat. Evidentment, aquests escenaris només son plantejables realment si
aquesta limitacié pot ésser superada, fet que es considera factible, malgrat sigui necessari un
treball més exhaustiu i en profunditat en aquesta direccié. Precisament, de I'analisi de viabilitat
i dels bioprocessos efectuats, es desprén que el bioprocés amb més potencialitat és el basat
en el sistema P.pastoris, sempre que s’assoleixi I'expressio estable de VP2. Per tant, amb
aquesta aproximacio ja es pot fer una recomanacio important de quina és la ruta que s’hauria

de seguir en esforgos posteriors a aquest treball.

Durant el desenvolupament d’un bioprocés s’han de considerar les accions oportunes
en cadascuna de els arees que el composen (Figura 10-1), per a aconseguir una millora global
de l'eficiencia del bioprocés. Tot el conjunt d’eines que es poden aplicar en cadascuna de les
arees cerquen l'increment de la productivitat volumétrica (producte entre la concentracié de

biocatalitzador i la productivitat especifica d’aquest, Py = P, - Xy), i de la rendibilitat economica.

Per tant. la millora de la productivitat volumétrica pot ser deguda a un augment de la
productivitat especifica, a un augment de la concentracié de biocatalitzador actiu o a ambdues
coses. Cal dir que, tot i que es pugui treballar en una de les arees concretes, totes elles estan
interrelacionades, i qualsevol canvi centrat en una d’elles pot influir en altres arees del

bioprocés. En cadascun dels sistemes proposats, s’han estudiat i proposat millores en
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aquelles arees que s’han identificat com a més critiques, amb I'expectativa d’obtenir un
augment de l'eficiéncia del bioprocés, és a dir, augmentar la concentracioé de biocatalitzador o

bé incrementar la productivitat especifica.

DISSENY PLANTA i AVALUACIO ECONOMICA
L ANALISI DE PROCES
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Figura 10-1: Esquema de les diferents arees que han estat estudiades en les alternatives dels bioprocessos
plantejats en aquest treball. A partir d’'una proposta inicial d’'un bioprocés, es pot realitzar el seu analisi que
permetra identificar en quina area s’ha de focalitzar els esforgos en busca de millores. Les diferents arees
pertanyen a diferents disciplines, i es destaquen les seglients: La realitzacié del constructe, estudi de les soques
(céllules i virus) i les seves interaccions, el medi de cultiu, el metabolisme, les condicions de cultiu, I'estrategia de
cultiu i el monitoratge i control del bioprocés.

De forma global, es podria concloure que, en el cas de que aquestes analisis es
volguessin utilitzar per a definir els candidats millors a I'hora de portar-los a la seva
implementacio industrial, es realitzaria una doble recomanacié. En primer lloc, s’optaria per a
sistemes d’expressié de la vacuna recombinant basada en VP2, donada la seva més gran
bioseguretat, i concretament en el sistema baculovirus-Sf9, ja que és I'nic en que s’ha
aconseguit I'expressio efectiva de la vacuna recombinant i la seva implementacioé seria la més
rapida. En segon lloc, i simultaniament a la implementacio d’aquest bioprocés, es recomanaria

un treball de recerca a nivell d’enginyeria cel-lular i molecular en el sistema P.pastoris, per
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aconseguir I'expressio de VP2, comprovar la capacitat immunogénica del candidat, i realitzar
una nova analisi de procés, que molt probablement resultaria prou rendible per a substituir el
procés de baculovirus-Sf9. Si per altres criteris es volgués efectuar una produccié de la vacuna
amb virus nadiu inactivat, aleshores es recomanaria un primer pas d’optimitzacid de la

infeccid, treballant en linies cel-lulars alternatives a les cél-lules Vero.

Pel que fa a cada sistema concret es poden ressaltar les seglients conclusions:

IBDV-Cél-lules Vero:

Aquest bioprocés té I'avantatge de produir directament el virus nadiu, que una vegada
inactivat serveix per a formular la vacuna, implicant un procés de purificacié relativament
senzill. No obstant, la seva rendibilitat economica no és massa elevada. Aix0 és degut a la
baixa eficiéncia en la interaccié entre els dos sistemes bioldgics, el virus i la cél-lula receptora,

que unicament permet obtenir indexs de replicacio for¢a baixos.

Tot i que la modificacié de les condicions de la infeccid, entre les quals destaca
'augment de concentracié de CO, en el medi de cultiu, permet millorar el procés d’infeccié en
bioreactors, I'analisi d’aquest bioprocés indica que el factor clau per a obtenir millores
substancials recau en augmentar I'index de replicacié virica (actualment al voltant de 25-30

virus per cél-lula).

Per aconseguir aquesta millora del procés infectiu es proposen dues alternatives. D’una
banda, identificar el receptor que pot ser reconegut pel virus IBD, i que permet una bona
interaccio entre els organismes, i la conseqlient infeccié de la cél-lula receptora. Una vegada
identificat el receptor, modificar genéticament la soca de cél-lules Vero perqué I'expressi en
quantitats suficients, de manera que augmenti I'eficiéncia d’infeccié. D’altra banda, I'opcié més
interessant i senzilla seria estudiar la possibilitat d’usar altres linies cel-lulars receptores, amb

les que es pugui obtenir un millor index de replicacio.

Assolir un index de replicacio virica al voltant de 500 o 1000 virus per cél-lula oferiria
uns resultats de I'analisi de procés absolutament diferents, resultant un bioprocés forga atractiu

i viable, ja que permetria reduir els volums de produccié entre 10 i 20 vegades.
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Baculovirus-Sf9:

Dels diferents sistemes d’expressié del candidat vacunal recombinant, VP2, és I'Unic
que presenta una expressio eficag de la proteina. L’analisi de rendibilitat del bioprocés, tot i
millorar el resultats obtinguts en el sistema de produccié de la vacuna classica, és menys
prometedora que les potencialment possibles en els sistemes bacteria i de llevats. Per a
millorar els resultats es proposa augmentar la productivitat volumeétrica, ja sigui incrementant la

productivitat especifica, o augmentar la concentracié cel-lular a infectar.

Per millorar la productivitat especifica, es proposen diferents opcions. En primer lloc, la
utilitzacié d’altres promotors d’expressié forts del sistema de baculovirus, i realitzar la insercio
del gen que codifica per VP2 sota la regulacié de diferents promotors simultaniament,o bé
expressar més copies de la proteina. En segon lloc, explorar la possibilitat de canviar la soca
de cél-lules receptores per altres linies cel-lulars d’insecte, com Sf21, Tn368 (Trichoplusia ni), 0

Mb (Mamestra brassicae).

Amb el medi finalment escollit, IPL-41 amb suplements i un 5% de FBS, I'estratégia de
cultiu més rendible és el discontinu. L'us d’estratégies de cultiu d’alta densitat cel-lular en
perfusié, permet assolir millores tant a nivell de concentraci6é cel-lular com de producte. La
limitacié en estratégies que a priori poden resultar més rendibles, com el discontinu alimentat,
és causada per 'acumulacié d’un subproducte toxic. Una opcid de millora seria treballar en el
desenvolupament de medis especifics per a cultius en discontinu alimentat, que presentin un
comportament optimitzat i la reduccid6 de I'excrecid de subproductes metabdlics toxics,

permetent assolir densitats cel-lulars més elevades.

Mitjancant el monitoratge de la velocitat de consum d’oxigen de I'organisme (OUR) és
possible desenvolupar un sistema d’automatitzacido del procés, incloent-hi la deteccid del
moment d’infeccio (TOI) i del moment de recollida del producte (TOH), a partir de metodologies
de deteccid en linia que no havien estat descrites fins el moment. Aquest desenvolupament
permet establir un sistema productiu robust i automatitzat, que es pot fer extensible a altres

processos, incloent-hi els d’aquest mateix treball.
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Escherichia coli:

El sistema bacteria ofereix uns resultats potencials de rendibilitat, a partir de I'avaluacio
econOmica, entre P.pastoris i baculovirus-Sf9. Com s’ha comentat, els estudis es basen en el
sistema d’expressio de B-galactosidasa, degut a que no s’ha aconseguit un clon productiu
estable que permeti I'expressié de VP2. Per tant, I'esfor¢ principal per a poder superar les
limitacions d’aquest sistema s’ha de centrar en 'obtencié d’'una soca raonablement productiva i

estable.

Aixi doncs, s’aconsella aprofundir en els treballs d’enginyeria molecular, i es proposa
una estratégia alternativa. Aquesta consisteix en identificar clarament el fragment
immunogeénic del candidat vacunal VP2, i estudiar la possibilitat de construir una soca que
expressi Unicament aquest fragment, en el suposit que no sigui toxic per a la bacteria. La
metodologia pot consistir en anar retallant consecutivament els extrems de la proteina
expressada, disminuint aixi la seva mida. Posteriorment, de les diferents construccions
generades, comprovar quines mantenen la capacitat immunogeénica, i de les soques
corresponents, comprovar quines son estables. Es a dir, intentar truncar la proteina per
aconseguir extreure la sequéncia que causa la inestabilitat, sense perdre la capacitat

immunogeénica.

Per altra banda, I'avaluacié econdmica d’aquest sistema mostra un cost elevat, degut a
'is d'IPTG com a inductor de I'expressié. Aquests resultats duen a proposar I'estudi de I'is
d’'inductors alternatius més econdmics, com per exemple la lactosa, que resulta ser al mateix
temps font de carboni i d’energia, a més d’inductor de I'expressié de la proteina heterdloga.
Aquest canvi implica el desenvolupament del sistema de monitoratge i de control per I'addicié

de lactosa, ja que al contrari que I'lPTG, és consumida pel bacteri.

Pichia pastoris:

Aquest sistema ofereix una série de potencialitats molt interessants des del punt de
vista del procés, com s’ha pogut veure en l'analisi feta en base als cultius d’alta densitat
cel-lular desenvolupats en aquest treball, usant la B-galactosidasa com a proteina model. Es
tracta d’'un sistema senzill, que permet assolir concentracions de cél-lules i de producte
elevades, amb una estratégia de cultiu senzilla i amb baixos costos associats als components
del medi de cultiu. Aquesta és la rad basica per la qual aquest sistema ofereix la millor

rendibilitat potencial.
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El factor a superar, i absolutament necessari per a poder explotar les potencialitats
mencionades, és obtenir una soca amb un bon nivell d’expressié de la proteina recombinant
definida com a candidat vacunal, VP2. Els intents realitzats en aquesta direcci6 al llarg del
treball, no han aconseguit assolir aquest objectiu, i per tant seria I'area en la que caldria

dedicar els majors esforgos en futurs treballs.

Una altra via que es pot explorar i que no s’ha pogut realitzar al llarg d’aquest treball, és
'is de plasmidis que atorguin al sistema d’expressid la capacitat d’excretar la proteina
heterdloga, per a poder comparar aquesta alternativa amb el sistema d’expressio intracel-lular,

mitjangant I'analisi de proceés.

Finalment, es vol insistir en la idea de que per a obtenir bioprocessos productius
rendibles, o millorar I'eficiéncia de bioprocessos ja existents, és necessari considerar cada una
de les millores que es poden aportar en cadascuna de les arees que intervenen en els
bioprocessos: des de la seleccidé de la soca productiva i del constructe a utilitzar, passant per
'estudi del metabolisme i la consequent definicid del medi de cultiu i de I'estratégia d’operacio
més apropiada (que permetin aconseguir altes concentracions de biocatalitzador i per tant
millor productivitat), salvant els possibles contratemps generats per les caracteristiques del
metabolisme, mantenint el cultiu sota condicions controlades en tot moment per un sistema de

monitoratge i control que permeti optimitzar el bioprocés.
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11.1. Biocatalitzadors.

11.1.1. Organismes utilitzats.

Al llarg d’aquest treball s’utilitza un nombre considerable d’organismes, uns destinats
als sistemes productius de forma directa o indirecta (cél-lula productora, o bé cél-lula cél-lula
receptora), mentre que d’altres s’utilitzen en el procés de construccio i obtencié dels clons de

les soques productives.

Cél-lules Vero.

Es una linia de mamifer aillada inicialment del epiteli del ronyé del mono verd africa.
Degut al seu origen, és a dir, que conformava un teixit animal, com a principal caracteristica es
destaca la seva dependéncia d’una superficie on ancorar-se per a poder créixer i dividir-se,
per tant és una linia anclatge-depenent. La soca de céllules Vero s'utilitza com a cél-lula

receptora per a suportar la infeccié del virus IBD, que configura el propi producte.

Virus IBDV, Infectal Bursal Desease Virus.

La linia de IBDV ha estat cedida i pertany a 'empresa amb la que s’ha establert la

col-laboracié, i la informacio al respecte esta protegida sota conveni de confidencialitat.

Cél-lules Sfg, Spodoptera frugiperda 9.

En aquest treball s'utilitza una linia cel-lular d’insecte Spodoptera frugiperda 9 (Sf9),

linia cellular que originalment va ser aillada de la larva de la libél-lula del mateix nom. Es el
biocatalitzador que serveix com a cél-lula receptora per a la infecci6 amb baculovirus
recombinant. La linia de Sf9 té la capacitat de créixer en suspensio en sistemes agitats, perd
s’adhereix sobre la superficie del flascé en cultius estatics, tot i que el seu desancorament és
senzill amb un simple treball mecanic, impulsant medi amb una pipeta sobre la superficie.

Aquesta linia cellular ha estat cedida per 'empresa LABORATORIOS HIPRA S.A.
d’Amer (Girona).
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Baculovirus recombinant.

La linia AcVP2.IBDV és una linia de baculovirus, concretament la AcYM1 en la que
mitjancant les técniques de DNA recombinant, es clona el gen que codifica la proteina VP2 (el
candidat vacunal triat), que immunitza en les aus contra el virus IBD (Infectal Bursal Desease

Virus). La insercio del gen de la VP2 es realitza en la localitzacié del gen de la polihedrina.

La linia de baculovirus ha estat cedida per 'empresa INGENASA de Madrid.

Soques del bacteri d’ Escherichia coli.

Mis[prep4].
La M15 és una soca comercial de QIAGEN derivada de la soca E. coli K12. S’'usa com

a soca productora de tant de la VP2 com de I'enzim B-galactosidasa.

En el seu genoma es localitza una delecié en el gen lacZ, que li impedeix de créixer en
medis amb preséncia d’Ampicil-lina. Es una caracteristica que permet emprar plasmidis que

incorporin el gen lacZ, per a la seva posterior selecci6 dels clons positius.

Genotip: mal®, str®, rif°, thi', lac’, ara®, gal*, mtl, F", recA", uvr’, lon”
DH5a.

La soca DH5a és una soca comercial d’Invitrogen que s’usa per a la propagacio i
extensié dels vectors o plasmidis per a la posterior clonacid del constructe a la soca
productora, ja siguin organismes bacterians o llevats.

Genotip: F7, 80dlacZ AM15, endA1, recA1, hsdR17 (r,’,m,’), supE44, thi’, gyrA96, relA1,

A(lacZYA-argF)u169, A

Soques del llevat Pichia pastoris.

La soca de Pichia pastoris prove dels controls positius del kit de Invitrogen per a la

construccié de soques productores (Pichia Expression Kit, Protein expression, N° cataleg
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K1710-01). El control positiu consisteix en un soca de Pichia anomenada GS115 (B-
galactosidasa), on el gen Lacz ha estat integrat en el loci his4, esdevenint una soca histidina
depenent (His). Del fenotip de la soca destaca que és Mut", és a dir que és capag de duplicar-

se emprant Unicament el metanol com a font de carboni.

11.1.2. Manteniment de les diferents linies cel-lulars.

Cél-lules animals.

Les linies cellulars de Vero i Sf9 emprades en el treball es conserven en criotubs
congelats en nitrogen liquid a una temperatura de -196°C. En el moment en que s’ha d'iniciar
un experiment es descongela un dels criotubs i s’inicia un cultiu en suspensié de les cél-lules.
Cada cultiu pot ésser ressembrat consecutivament durant un periode no superior a tres

mesos.

Si es desitja preservar alguna de les sublinies obtingudes durant el treball es procedeix
a la seva congelaci6 i conservacid en nitrogen liquid. EI manteniment de I'esterilitat en tots
aquests processos és d’extrema importancia, per aquest motiu cal comprovar regularment

’'abséncia de contaminacions.

Congelacio.

En el procediment per a congelar les linies cel-lulars utilitza com a Medi 0 el mateix que

s'empra per al subcultiu de les cél-lules. S’anomena Medi 0 de forma genérica.

Per la preparacio d’'un estoc de 10 criotubs (Nunc, 377267) de cél-lules congelades els
passos a seguir son els que es mostren a continuacio. Cal tenir en compte perd, que abans de
procedir a la congelacio de la linia cel-lular és important que les cél-lules estiguin a la meitat de

la fase exponencial de creixement i que la viabilitat sigui alta (>90%).

Es fan créixer entre 200 i 250 ml d’'un cultiu de cél-lules fins que es trobin a la meitat de

la fase exponencial (aproximadament a les 48 hores de cultiu).

Es preparen els medis de congelacio:
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MEDI I: Medi 0 amb 10% (v/v) de FBS (5 ml de FBS + 45 ml de Medi 0). Es manté a
temperatura ambient.

MEDI 1I: Medi 0 amb 10% de FCS (v/v) i 20% (v/v) de dimetilsulfoxid (DMSO) (Sigma,
D-2650) (1 ml de FBS + 2 ml de DMSO + 7 ml de Medi 0). Es manté a 4°C.

Es transfereixen els cultius a congelar (200-250 ml) a tubs de centrifuga estérils de 50

ml (Nunc, 339497) i es centrifuguen a 500 g durant 5 minuts.

Es descarta el sobrenedant i es resuspenen les cél-lules amb un total de 40 ml de medi

|. S’agafa una aliquota per tal de determinar la concentracié i la viabilitat cel-lular.

A partir de la concentracioé de cél-lules vives es calcula el volum de medi amb que cal
resuspendre el cultiu després de la propera centrifugacié per tal d’obtenir una concentracio

final de 8x10° cél-lules vives/mL.

Es centrifuguen els 40 ml a 500 g durant 5 minuts. Es descarta el sobrenedant i es
resuspenen les cél-lules amb la meitat del volum calculat anteriorment de medi |. Les cél-lules

s'incuben 10 minuts a 4°C.

S’afegeix lentament l'altra meitat del volum, en aquest cas de medi Il (que conté
DMSO). El DMSO és un crioprotector que travessa la membrana cel-lular, perd és altament
toxic per a la cél-lula. Per aixd és important que en el moment d’afegir el Medi Il la cél-lula es

trobi a 4°C, i que I'addicié es faci lentament per tal d’evitar un xoc osmatic.

Es transfereix la suspensié de cél-lules als criotubs, préviament preparats en una
gradeta amb gel. A cada criotub es posa 1 ml de la suspensio. La solucié final en la que les
cél-lules es mantindran congelades té un 10% de FBS i DMSO (0.5 ml de medi | i 0.5 ml de
medi Il). Els criotubs es porten rapidament al congelador de —80°C . A les 24 hores es

transfereixen els criotubs al contenidor de nitrogen liquid.

Descongelacio

La descongelacié ha de ser un procés rapid per tal d'assegurar una recuperacio optima

de la cél-lula. El procés de descongelacio consta dels seglients passos:
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Es preparen els medis de descongelacio:

MEDI 1ll: Medi 0 amb 20% (v/v) de FBS (4 ml de FCS + 16 ml de Medi 0). Es
reparteixen 10 ml d'aquest medi en 2 tubs de centrifuga estérils (Nunc, 339497) i es posen a
37°C.

MEDI IV: Medi 0 al 5% (v/v) de FBS i es manté a 37°C.

S’agafa un criotub del congelador de nitrogen liquid i es posa a l'incubador a 37°C. Es
important que la suspensio cel-lular no es deixi més temps del necessari per a descongelar-se

ja que el medi de congelacié porta DMSO, que és toxic per a les cél-lules.

Quan el contingut del criotub s’ha descongelat s’afegeixen unes gotes dels 10 ml de
medi lll preescalfat a 37°C, s’homogeneitza la suspensié cel-lular amb una pipeta estéril i es

transvasa tot el contingut al tub de centrifuga que conté la resta dels 10 ml de medi lll.

Es centrifuga a 500 g durant 5 minuts i s’elimina el sobrenedant per tal d’eliminar el
DMSO que porta el medi de congelacié. Es realitza un segon rentat resuspenent les cél-lules

amb els 10 ml de medi Il restants.

Es treu una mostra i es fa un recompte de les cél-lules vives. Es calcula el volum de
medi IV que caldra afegir per a tenir una concentracié cel-lular de 5x10° cél-lules vives/mL. Es

centrifuga a 500 g durant 5 minuts.

S’elimina el sobrenedant i es resuspenen les cél-lules amb el volum de medi IV calculat
anteriorment. Es transfereix aquesta suspensié cel-lular a un flascé de cultiu i es manté a 37°C

dins l'incubador.

Normalment, els dos primers dies s’observa una davallada considerable de la viabilitat,
aquest fet fa necessari canviar diariament el medi de cultiu durant aquests dos primers dies,
per a eliminar les restes de DMSO. Per aquest mateix motiu, és important no utilitzar un inocul

inferior a 2x10° cél-lules vives/mL.

Manteniment de les soques en cultiu.

El manteniment en cultius de les dues linies cel-lulars es realitza amb els medis

anomenats Medi 0 de forma genérica.
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Una vegada es disposa de la linia cellular descongelada, les cel-lules es cultiven en
flascons de 75 cm? durant un periode maxim de tres mesos. En el cas de cultiu de cél-lules
adherents no s’aconsella la utilitzacié de flascons de 25 cm?, ja que la superficie d’adhesié és
massa petita. L'inocul utilitzat és de 2-3-10° cél-lules vives/mL, els cultius es ressembren cada
3-4 dies, quan les cél-lules es troben en plena fase exponencial, en 20 ml de Medi O fresc.
D’aquesta manera es proporciona de nou a les cél-lules tots aquells nutrients que s’estaven
exhaurint (glucosa, glutamina, altres aminoacids, vitamines o components del sérum) i
s’eliminen tots aquells subproductes cel-lulars que poden tenir un efecte toxic per a la cél-lula

(amoni i lactat que acidifica el medi).

El procediment per fer el subcultiu o ressembra de les linies cel-lulars es descriu a
continuacié per les linies que creixen en suspensié. Pel que fa a les linies cellulars que
creixen en adheréncia cal realitzar préviament el desancorament, i a continuacié procedir al

recompte.

Es treu una mostra del flascé de cultiu amb una pipeta i es realitza un recompte de les
cél-lules vives en suspensié mitjangant un microscopi invertit de contrast de fases. Cal
esmentar que en el cas de la ressembra de les cél-lules Vero es necessita d’'una etapa de
tripsinitzacié per a poder ser desancorades, mentre que en el cas de les cél-lules Sf9 és

suficient amb un treball mecanic, impulsant medi a través de la pipeta, per desancorar-les.

Es calcula del volum del cultiu vell que cal centrifugar per obtenir I'indcul desitjat en el

cultiu nou. Aquest calcul es porta a terme aplicant la seglent expressioé:

_Ca- Ve
G

Vi

On V, és el volum de cultiu vell en ml que cal centrifugar, V, el volum de Medi 0 fresc
del cultiu nou (en aquest cas 10 ml), C; la concentracié de cél-lules vives que s’ha contat
préviament en el cultiu vell (nx10° cél-lules vives/mL) i C, I'indcul que es vol tenir en el cultiu

nou (en aquest cas 2-3x10° cél-lules vives/mL).

S’afegeixen 10 ml de Medi 0O fresc en el nou flascé de cultiu i s’incuba a 37°C i a una

atmosfera del 5% de CO, per temperar i equilibrar el pH del medi.

Es centrifuga el volum del cultiu vell calculat préviament (V4), a 500 g durant 5 minuts.

S’elimina el sobrenedant i es resuspenen les cél-lules amb els 10 ml de Medi 0 fresc que
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estaven a 37°C. El nou cultiu s'incuba a 37°C en una atmosfera al 90% d’humitat i 5% de CO..
Aquesta operacio es va repetint cada 2-3 dies durant els tres mesos mesos en que es manté

la resembra de les cél-lules.

Protocol de tripsinitzacio de cultius de cel-lules Vero.

En el cas de les cél-lules adherents per poder realitzar una ressembra o simplement
poder disposar de les cél-lules adherides en un flasco, primerament s’ha de desenganxar les
cél-lules de la superficie de creixement. L’Us de la tripsina (enzim que degrada les proteines
d’adhesid), és el protocol més emprat. A continuacié es descriu el protocol per a un flascé de

75 cm?, un dels tipus més habituals

Retirar el sobrenedant.

Afegir 1 ml de solucié de tripsina (Gibco 25300, 0,05% trypsin-EDTA) i incubar a 37°C
durant uns 5 minuts. S’ha d’anar comprovant visualment si les cél-lules es desenganxen, i no
es pot allargar aquest pas més temps del necessari, per evitar que els efectes de la tripsina

puguin degradar la membrana de la cél-lula.

Un cop desenganxades, afegir 5 ml de medi amb 10% de sérum i homogeneitzar. El

sérum degut al seu alt contingut proteic inhibeix I'efecte de la tripsina sobre les cél-lules.

Si es desitja ressembrar un flascé, s’ha de recomptar la concentracio cel-lular per poder

calcular la aliquota a centrifugar.

Centrifugar a 1000 rpm durant 5 minuts a 25 °C.

Descartar el sobrenedant i resuspendre el pelet en el volum de medi fresc desitjat. Es
important no deixar més temps del compte el pelet sense resuspendre per evitar la formacio
d’agregats cel-lulars. També és necessaria una bona homogeneitzacié de la suspensié abans
de realitzar la ressembra. La concentracié cel-lular per unitat de superficie en que es realitzen

les ressembres dels cultius en suspensié és de 3-4:10* cél-lules/cm?.
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Els microsuports: Cytodex 3.

Els microsuports per aportar superficie d’ancoratge als cultius agitats (bioreactors i als
flascons agitats), i tenen una estructura esférica. El tipus de microsuports utilitzat és el

Cytodex 3 de GE Healthcare, les caracteristiques principals del qual es recull a continuacio:

Densitat 1,04 (g/mL)
Diametre mitjana 175 (um)

Area 2700 (cm?/g pes sec)
Factor hidratacié 15 (ml PBS/ g pes sec)

Aquest tipus de microsuport esta fet de dextra i cobert per una fina capa de col-lagen
desnaturalitzat sobre el que les cél-lules s’adhereixen. La capa de col-lagen és susceptible de
ser digerida per una varietat de proteases com la tirpsina o la col-lagenasa, fet que facilita la

capacitat de recuperacio de cél-lules amb un rendiment elevat.

Protocol d’ancorament sobre microsuports de Cel-lules Vero.

L’ancorament es realitza utilitzant sempre la mateixa relacié de cél-lules-superficie que
en cultius en estatic (aproximadament 3-4:10* cél-lules/cm? ), perod al contrari que en els cultius
estatics, es pot observar una distribucié de cél-lules no homogénia restant microsuports sense

colonitzar (Figura 11-1-A).

Tot i que en un principi aquesta linia cel-lular té una certa capacitat de migrar (colonitzacio
de suports amb cél-lules provinents d’altres micro-suports), no resulta efectiu per a aconseguir una
total colonitzacié de tota la superficie disponible. Per aquest motiu s’opta per provocar unes
aturades intermitents a I'agitacié per afavorir el contacte microsuport-cél-lula i permetre una millor
homogeneitzacié de la colonitzacio. Les aturades es realitzen durant la primera hora del cultiu
cada 10 minuts, aturant I'agitacié durant 5 minuts, temps suficient per decantar la totalitat dels

microsuports i bona part de les cél-lules.

- 318 -



Materials i metodes.

Figura 11-1: Imatges de microscopia electronica de mostres de cultiu sobre microsuports
cultivats en flascons agitats. A) Colonitzacié sense aturades d’agitacié. B) Colonitzacioé a les
192 hores de cultiu amb aturades d’agitacié. C) Colonitzacié a les 220 hores de cultiu amb
aturades d’agitacio.

Com s’observa a la Figura 11-1 B i C la colonitzacié dels microsuports és total en un
cultiu sense infeccio en flasco agitat a les 192 i 220 hores. D’altra banda, com s’observa en la
fotografia després de 220 hores de cultiu, es produeix un fenomen que es pot anomenar de
supra-confluéncia, és a dir que un cop esgotada la superficie d’ancoratge, i encara que hi hagi
contacte entre les cél-lules, no s’inhibeix el creixement del cultiu, quedant la superficie

saturada de cél-lules, que possiblement es troben distribuides en més d’'una capa.

Controls d’esterihitat.

Les caracteristiques intrinseques dels cultius de cél-lules animals, amb velocitats de

creixement cel-lular lentes i medis molt rics en nutrients, fan que aquests cultius siguin molt
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susceptibles a les contaminacions. Per aquest motiu, cal realitzar amb molta cura tots els

processos de manipulacié i efectuar un control regular de I'esterilitat dels cultius.

La contaminacié per bacteris, fongs o llevats es comprova regularment observant els
cultius directament al microscopi optic invertit de contrast de fase, tenyit préviament amb blau
de tripa. A més a més de poder veure I'organisme contaminant a través del microscopi, també
s’observara com les cél-lules del cultiu no han crescut o bé s’han mort per la preséncia del
contaminant. També és important realitzar un control regular de I'esterilitat dels medis de cultiu
i dels diferents estocs de les solucions emprades per suplementar els medis. Per a realitzar
aquest control es posa 5 ml del medi o solucié que es desitja comprovar en un flascé i s'incuba
a 37°C durant un o dos dies. Després s’observa directament al microscopi optic invertit de
contrast de fase. Es també convenient realitzar aquesta operacié sempre que es cregui que hi
hagi hagut un procés de manipulacié dubtés de qualsevol de les solucions suposadament

esterils utilitzades.

Bacterisillevats.

Degut a les caracteristiques diferenciades dels organismes, els protocols de congelacio
i de descongelacié, i de manteniment del cultius sén diferents per als bacteris i per als llevats
respecte les cél-lules animals. La filosofia de treball és similar, de manera que un cop s’obté la
soca productora seleccionada, aquesta es guardada en estocs congelats a -80°C. Al iniciar

cada nova série d’experiments es descongela un nou vial de I'estoc.

Congelacio.

Els cultius a congelar han de provenir de cultius que es trobin en fase de creixement
exponencial, per tant es recomana realitzar un precultiu durant tota la nit en tub d’assaig de 10
ml de volum en un incubador orbital a 37 o 30 °C (per bacteris i llevats respectivament).
Posteriorment s’inocula un erlenmeyer de 50 ml de volum amb el medi corresponent segons
'organisme i 0,5 ml del precultiu. Després de 5-8 hores pels bacteris o de 24 hores pels
llevats, ja es pot procedir a preparar els vials de congelacio (Cryo-beads, AES Laboratoire
AEB400100).

Els vials venen preparats amb uns nuclis de plastic submergits en glicerol

(crioprotector), amb un volum total de 1,5 ml aproximadament. Es retira 0,5 ml de glicerol del
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vial i s’hi afegeix 0,75 ml del cultiu de la soca a congelar. Seguidament s’agita suaument per
inversio, i s’extreu el maxim de liquid fins tenir un nivell que cobreixi els nuclis, i es guarda al
congelador de -80°C. Aquests estocs poden ser guardats durant 2 6 5 anys al congelador,
perd es recomana recomprovar la capacitat de recuperacio i d’expressid anualment i refer

I'estoc del congelador.

Descongelacio.

La descongelacié s’efectua directament del vial congelat sense ser necessaria la seva
descongelacié completa. Amb una nansa de kolle estéril s’extreu curosament un nucli del vial i
es ressembra una placa petri amb el medi degudament suplementat amb les marcadors de
seleccid i solidificat amb agar. Es cultiva la placa invertida en una estufa a la temperatura
corresponent segons l'organisme. En 12-24 hores ja es pot observar creixement en la

superficie de la placa, que ja pot ser protegida amb parafilm i desada a la nevera a 4°C.

Manteniment des les soques en cultiu.

Degut a la rapida cinética de creixement d’aquest tipus d’organismes, i a la capacitat de
resisténcia i recuperacio de la que disposen, mentre es treballa en experiments de curta
durada la soca es guarda a la nevera en plaques de medis solidificats amb agar (entre 15 i 20
g/L). La vida d’un cultiu en placa a la nevera és d’aproximadament d’'una o dues setmanes,
questid que implica que s’ha de ressembrar setmanalment. En soques recombinants és
important que el medi de cultiu sempre incorpori els marcadors de seleccidé, de manera que
garanteixi que el cultiu duu el constructe desitjat, i evitar que aquest es perdi en les

consecutives generacions.

11.2. Medis de cultiu.

Els medis de cultiu difereixen molt en funcié de I'organisme que s’utilitza. Normalment
per soques de linies cel-lulars d’animals els medis s’adquireixen ja preparats, bé sigui en
format liquid o en pols. Als que es compren en format liquid només els hi resta afegir els
suplements o antibidtics necessaris, que provenen de solucions estoc estérils. Pels medis que
es compren en pols, només cal pesar la quantitat necessaria, addicionar els suplements o les

sals restants en format solid corresponents i dissoldre-ho en aigua ultrapura obtinguda en un
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aparell d'ultrafiltracié Milli-Q Plus (Millipore). La solucié s’esterilitza per filtracié (filtres Sterivex-
GP Millipore de 0,22 um) dins d’'una cambra de flux vertical (Telstar, AV-100). El medi és
impulsat a través del filtre amb una bomba peristaltica (Masterflex, 7521-45) amb un capgal
(Masterflex, Easy-Load 7518-00)). Finalment s’hi afegeix els suplements que es disposen en
liquid i esterils. Els medis per cultiu cel-lular disposen en la seva complexa composicié de

molts nutrients termosensibles, per la qual cosa mai s’esterilitzen per calor.

11.2.1. Medis pel cultiu de cel-lules Vero

El medi emprat pel cultiu de les Cél-lules Vero ha estat el Glasgow Minimum Essential
Medium (G6148, Sigma).

GMEM.
(/L) (/L)

Sals inorganiques Aminoacids
CaCl, 0.200 L-Arginine HCI 0.042
KClI 0.400 L-Cystine 0.0313
NaCl 6.400 L-glutamine 0.292
MgSO4 0.0001 L-histidine 0.054
Fe(NO3)-9H,0 0.350 L-isoleucine 0.0524
NaH,PO, 0.1078 L-leucine 0.0524

Fonts de carboni L-lysine-HCI 0.0731
D(+) glucose 4.500 L-methionine 0.015

L-phenilalanine 0.0476

Folic acid 0.002 Thiamin HCI 0.002
D-Calcium Pantothenate 0.002 L-threonine 0.0476
Choline chloride 0.002 L-tryptofan 0.008
Folic acid 0.00002 L-tyrosine 0.0522
[-inositol (myo-inositol) 0.0036 L-valine 0.0468
Niacin 0.00002
Niacinamide 0.002 Phenol red 0.016
Pyridoxal.HCI (B6) 0.002
Riboflavin (B2) 0.0002
Thiamine HCI 0.002
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11.2.2. Medis pel cultiu per a cél-lules Sf9.

Degut a les caracteristiques del treball s’utilitzen quatre medis de cultiu diferents, tots
dissenyats pel cultiu de céllules dinsecte. Aquests medis comercials contenen sals
inorganiques, aminoacids, vitamines i fonts de carboni necessaries pel creixement de les
cél-lules d’insecte. En la Taula 11-1 s’enumeren els diferents medis de cultiu utilitzats,

especificant la seva presentacio, 'empresa distribuidora i el nUmero de cataleg.

Presentacio Proveidor N° cataleg
Grace's insect cell medium Liquid (500 ml) Gibco 11605-045
Grace's insect cell medium Pols Sigma G.9771
IPL-41 Insect medium Pols Sigma 1.0638
TC-100 Insect medium Pols Gibco 43000-017

Taula 11-1: Relacié dels diferents medis de cultiu i la seva presentacié per al cultiu de
cél-lules d’insecte, Sf9.

El medi liquid ja ve estéril, de manera que només s’ha de suplementar amb sérum. El
sérum utilitzat és Fetal Bovine Serum (FBS, HyClone SH30071.03 i n°® de lot AJB9720), i la
seva concentracido varia entre un 5-0.5% depenent de I'experiment. També s’addiciona
Gentamicina (antibidtic, Sigma G-3632) a una concentraciéo de 0,05 g/L. Degut al seu preu
nomeés s’empra en els cultius en bioreactor, on el nombre i tipus de manipulacions augmenten

el risc de contaminacio.

A continuacié es presenten les concentracions per a I'elaboracié dels diefrents medis
comercials que s’adquireixen en pols:

Grace's insect cell medium

Grace's insect cell medium 44 .53 g/L
NaHCO; (Panreac) 0.35g/L

IPL-41 Insect medium

IPL-41 Insect medium 21.68 g/L
NaHCO; (Panreac) 0.35g/L
CaCl anhidrous (Panreac) 0.5¢g/L
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TC-100 Insect medium
TC-100 Insect medium 19.96 g/L
NaHCO; (Panreac) 0.35¢g/L

Al llarg de I'experimentacio del projecte, s'utilitzen medis amb i sense suplements. Un
suplement vitaminic (extracte de llevat) i un altre d’aminoacids (hidrolitzat de lactalbumina), i

han estat utilitzats en la seglient concentracio.

Extracte de llevat (Sigma, Y-1000) 3.33 g/L
Hidrolitzat de lactalbumina (Sigma, L-9010) 3.33 g/L
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Composicid dels diferents medis de cultiu.

Grace's insect cell medium, Suplemented.

(g/L) (g/L)
Sals inorganiques Aminoacids
CaCl2 0.750 B-Alanine 0.255
KCI 4.100 L-Alanine 0.200
MgCI2-6H20 2.280 L-Arginine HCI 0.700
MgS0O4-7H20 2.780 L-Aspartic Acid 0.350
NaHCO3 0.350 L-Asparagine 0.350
NaH2P04-H20 1.013 L-Cystine 0.022
Fonts de carboni L-glutamic acid 0.600
D(-) fructose 0.400 L-glutamine 0.600
Fumaric acid 0.055 Glycine 0.650
D(+) glucose 0.700 L-histidine 2.500
Alpha-ketoglutaric acid 0.370 L-isoleucine 0.050
L-(-) malic acid 0.670 L-leucine 0.075
Succinic acid 0.060 L-lysine.HCI 0.625
Sucrose 26.680 L-methionine 0.050
Vitamines L-phenilalanine 0.150
p-aminobenzoic acid 0.00002 L-proline 0.350
D-biotin 0.00001 L-serine 0.550
D-Calcium Pantothenate 0.00002 L-threonine 0.175
Choline chloride 0.0002 L-tryptofan 0.100
Folic acid 0.00002 L-tyrosine 0.050
I-inositol (myo-inositol) 0.00002 L-valine 0.100
Niacin 0.00002 Suplements
Nicotinic acid (B3) 0.00002 Hid. de lactalbumina 3.330
Pyridoxine.HCI (B6) 0.00002 Extracte de llevat 3.330
Riboflavin (B2) 0.00002
Thiamine HCI 0.00002

- 325 -




Analisi d’alternatives per a un bioprocés de produccié d’una vacuna animal

Grace's insect cell medium, Powdered.

(g/L) (/L)
Sals inorganiques Aminoacids
CaCl2 0.750 L-Alanine 0.225
KCI 4.100 B-Alanine 0.200
MgCl, 1.070 L-Arginine HCI 0.700
MgSO04 1.368 L-Aspartic Acid 0.350
NaH2P04-H20 1.013 L-Asparagine 0.350
L-Cystine-2HCI 0.027
Fonts de carboni L-glutamic acid 0.600
Fructose 0.400 L-glutamine 0.600
fumaric acid 0.055 Glycine 0.650
D(+) glucose 0.700 L-histidine 2.500
alpha-ketoglutaric acid 0.370 L-isoleucine 0.050
L-(-) malic acid 0.670 L-leucine 0.075
Maltose 1.000 L-lysine.HCI 0.625
succinic acid 0.006 L-methionine 0.050
Vitamines L-phenilalanine 0.150
p-aminobenzoic acid 0.00002 L-proline 0.350
D-biotin 0.00001 L-serine 0.550
D-Calcium Pantothenate 0.00002 L-threonine 0.175
Choline chloride 0.00020 L-tryptofan 0.100
Folic acid 0.00002 L-Tyrosine-2Na 0.062
I-inositol (myo-inositol) 0.00002 L-valine 0.100
Niacin 0.00002
Nicotinic acid 0.00002
Pyridoxine.HCI (B6) 0.00002
Riboflavin (B2) 0.00002
Thiamine HCI 0.00002
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IPL-41 Insect Cell Medium, powdered.

(/L) (/L)
Sals inorganiques Aminoacids
CaCl2 0.500 B-Alanine 0.300
CoCI2:6H20 0.00005 L-Arginine HCI 0.800
FeSO4-7H20 0.00055 L-Aspartic Acid 1.300
KCI 1.200 L-Asparagine 1.300
MgSO04 0.918 L-Cystine-2Na 0.13035
MnCI2-4H20 0.00002 L-glutamic acid 1.500
NaCl 2.850 L-glutamine 1.000
NaHCO3 0.350 Glycine 0.200
NaH2P04-H20 1.160 L-histidine 0.200
(NH4)(Mo0O24-:4H20) 0.00004 L-Hydroxyproline 0.800
ZnCI2 0.00004 L-isoleucine 0.750
Fonts de carboni L-leucine 0.250
Fumaric acid 0.0044 L-lysine.HCI 0.700
D(+) glucose 2.500 L-methionine 1.000
Alpha-ketoglutaric acid 0.0296 L-phenylalanine 1.000
L-(-) malic acid 0.0536 L-proline 0.500
Maltose 1.000 L-serine 0.200
Succinic acid 0.0048 L-threonine 0.200
Sucrose 1.650 L-tryptofan 0.100
Vitamines L-valine 0.500
p-aminobenzoic acid 0.00032
D-biotin 0.00016
D-Calcium Pantothenate 0.00001
Choline chloride 0.02000
Folic acid 0.00008
I-inositol (myo-inositol) 0.00040
Niacin 0.00016
Pyridoxine.HCI (B6) 0.00040
Riboflavin (B2) 0.00008
Thiamine HCI 0.00008
B12 0.00024
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TC-100 insect cell medium.

(g/L) (g/L)
Sals inorganiques Aminoacids
CaCl2 0.980 B-Alanine 0.255
KCI 2.900 L-Arginine 0.550
MgCI2 1.070 L-Aspartic Acid 0.350
MgSO4 1.370 L-Asparagine 0.350
NaHCO3 0.350 L-Cystine 0.020
NaH2P0O4-H20 0.970 L-glutamic acid 0.600
Fonts de carboni L-glutamine 0.600
D(+) glucose 1.000 Glycine 0.650
Tryptose Broth 2.600 L-histidine 3.400
Vitamines L-isoleucine 0.050
p-aminobenzoic acid 0.00002 L-leucine 0.075
D-biotin 0.00001 L-lysine.HCI 0.630
D-Calcium Pantothenate 0.00011 L-methionine 0.050
Folic acid 0.00002 L-phenylalanine 0.150
[-inositol (myo-inositol) 0.00002 L-proline 0.350
Nicotinic acid (B3) 0.00002 L-serine 0.550
Pyridoxine.HCI (B6) 0.00002 L-threonine 0.180
Riboflavin (B2) 0.00002 L-tryptofan 0.100
Thiamine HCI 0.00002 L-tyrosine.2Na 0.0625
B12 0.00001 L-valine 0.100
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11.2.3. El sérum, suplement de medis de cultiu per cel-lules

animals.

Entre els fluids bioldgics que han demostrat tenir més efectes positius per cultivar
cél-lules fora del cos es troba el sérum. El sérum és el medi on es troben els eritrocits i leucocits
in vivo i per tant no és sorprenent que sigui un suplement excel-lent en els cultius in vitro
(Maurer-1986). Des dels principis dels cultius cel-lulars els investigadors han afegit sérum al
medi basic de cultiu en una concentracié del 1 al 20% (v/v) per fer créixer gairebé tots els tipus
cel-lulars(Shacter-1989b).

Les principals funcions del sérum soén proveir als cultius d'una série de compostos amb
diferents activitats que afavoreixen el creixement cel-lular a partir dels seus precursors i la
produccié de la proteina d'interés(Barnes i Sato-1980). Entre aquests compostos del sérum es

destaquen :

» Factors hormonals estimuladors del creixement i de diverses funcions cel-lulars: La
majoria d'ells es troben en concentracions de I'ordre de nanograms per ml en el sérum.
Alguns d'ells son especifics per a cél-lules en diferents estadis de diferenciacié i d’altres no

estan restringits a un sol tipus cel-lular.

= Factors d'adhesié i extensi6é: Moltes cél-lules animals s'han d'adherir primer a un
determinat substrat i extendre's abans que puguin comencgar a proliferar i formar una
monocapa. Aquest adheriment a un substrat és necessari pel creixement d'algunes, pero

no de totes les cél-lules cultivades in vitro.

= Proteines de transport: L'albumina és I'exemple més clar d'aquest tipus de proteines;
donada la seva carrega negativa s'uneix a acids grassos lliures, vitamines, lipids i
hormones entre d'altres, i transporta aquestes molécules entre els teixits i les cél-lules tant

in vivo com in vitro.

= Elements tracga: El paper de varis elements traga inorganics ha estat només parcialment

estudiat perd molts actuen com a cofactors d'enzims.
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= El sérum té una capacitat tamponadora important, basicament deguda a la preséncia

d'albdmina.

= Inhibidors especifics de proteases: Aquests protegeixen a les cél-lules de les proteases
afegides al medi per subcultivar cél-lules adherents, aixi com de les proteases alliberades

per la propia cél-lula.

= Agents estabilitzadors i detoxificadors del cultiu: Alguns components del sérum poden

unir-se i detoxificar metalls pesats o compostos organics que es puguin trobar en el medi.

= Protectors davant I'esforg tallant: El sérum proporciona proteines que tenen un efecte
protector fisic sobre les cél-lules que creixen en suspensié davant les forces
tallants(Papoutsakis-1991). L'albumina sembla ser la principal responsable de la proteccio
davant les forces tallants en el cultiu, tot i que substancies que sén dificils de separar de

I'albumina també hi podrien intervenir.

A més dels components que s'han descrit a I'apartat anterior, el sérum conté també una
gran varietat de components que estan poc caracteritzats o encara no s'han identificat. Malgrat
aquest gran nombre de components presents al sérum, sembla que només molt pocs sén

realment essencials(Glassy i col.-1988).

11.2.4. Medis pel cultiu de E.col.

Medi complex LB (Luria Bertani).

Es un medi de cultiu la composicié del qual no es coneguda ja que utilitza extractes
com de carns i llevats, perd al mateix temps resulta un medi que és util per un gran nombre de

bacteris.

Concentracio

Component (g/L)

Peptona 10
Extracte de llevat 5
NaCl 10

H,O ultrapura Fins a 1 litre
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Un cop dissolts els components del medi, s’ajusta el a pH = 7,4 amb NaOH (30% p/v).

S’esterilitza per calor humit en un cicle de 30 minuts a 121°C.

Per a preparar plaques de cultiu amb medi solid s’hi afegeix 15 g/L d’agar abans
d’autoclavar, i un cop estéril es deixa refredar fins a uns 50 °C abans d’addicionar els
antibiotics corresponents (ampicil-lina i kanamicina, en el cas que ens ocupa), i finalment es

preparen les plaques en la cabina de flux.

Medi M9.

El medi M9 és un medi mineral sali que empra la glucosa com a font de carboni, i en
comparacio amb el medi LB és de composicid coneguda. El medi es prepara a partir de

components solids, i alguna solucié estoc per evitar precipitacions en el medi.

Component Concentracio (g/L)
NH,CI 1

NaCl 0,5
KH,PO, 3
Na,HPO, 6

Glucosa 10

H,O ultrapura Fins a 1 litre

Independentment es preparen solucions de CaCl, (0,1 M) i de MgSQO47H,0 (1 M), i
s’autoclava el medi base i les solucions a l'autoclau en un cicle de 30 minuts a 121°C. Una
vegada s’ha esterilitzat, s’addiciona les dues solucions salines i els antibidtics corresponents

tal com s’indica en la taula.

caCl, (0,1 M) 1 miiL
MgSO.-7H,0 (1 M) 1,5 milL
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Medi definit MD.

Medi MD per etapes en discontinu.

El medi MD és un medi definit, perd més ric que el medi mineral M9, tal i com es pot

observar amb la seva composicid. Es un medi que selabora a partir de solucions

concentrades estoc ja estérils a la proporcié seglient:

Medi MD (1 litre)

Concentracio

Component solucié estoc (g/L) Esterilitzaci6 Volum (ml)
Glucosa 100 Autoclau 100
Solucié Macroelements Autoclau 688
Solucié Microelements Filtracio 3
FeCl; / Citrat 5/6,5 Filtracio

MgSQO,-7H,0 500 Filtracio 1
Tiamina 100 Filtracio 1
Ampicil-lina 100 Filtracio 1
Kanamicina 25 Filtracio 1

H>O ultrapura Autoclau 200

Nota 1: tots els medis i la solucié estoc de FeCls, s’han de protegir amb paper d’alumini

per tal d’evitar els efectes de la radiacié luminica.

Nota 2: les solucions d’antibidtics i de tiamina, es guarden en aliquotes de 5 ml

congelades a -20 °C.

Medi MD per l'etapa en discontinu alimentat.

El medi MD per les etapes en discontinu alimentat (MDFB), és una variacié del medi

MD, on alguns nutrients tenen concentracions més altes i d’altres no cal addicionar-los ja que

amb la concentracié que hi ha en el medi MD inicial ja és suficient.
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Medi MDFB (500ml)

Concentracio

Component (g/L)
Glucosa 580

Soluci6 Microelements 78 ml
FeCl; 0,62
MgSQO,-7H,0 11,6
Tiamina 0,4

Ampicil-lina 0,35
Kanamicina 0,09

Es pesen 300 g de glucosa i es dissolen poc a poc amb aigua ultrapura calenta ( les
addicions de glucosa han de ser paulatines per evitar grumolls, i si costa de dissoldre és pot

escalfar la solucié al microones).

Una vegada ja esta dissolta la totalitat de la glucosa, s’hi afegeix 6 g de MgS0,.7H,0,
0.31 g FeCl; i 39.5 ml de la soluci6 de microelements, i una vegada s’han dissolt tots els
components s’enrasa el volum fins a 500 ml i s’autoclava durant 15 minuts a 121°C en 2
recipients de 250 ml (No es pot autoclavar més temps per evitar la caramel-litzacié de la

glucosa).

Finalment, a un volum de 250 ml de la preparacié anterior, se li afegeix 5.8 ml de
(NH4)2SO4 (solucio estoc 475 g/L) (si en I'experiment en discontinu alimentat el pH esta
controlat per NHs;, aquesta addicié no és necessaria), 900 uL de Ampicil-lina (100g/L), 900 pL
Kanamicina (25g/L) i 1050 pyL de Tiamina (100g/L). Totes aquestes solucions provenen de

solucions estoc ja preparades i esterilitzades préviament per filtracié.

Solucions estoc base, i altres solucions per a les fermentacions amb medi MD.

Solucié estoc de Macroelements:

Per preparar 1 | de solucié de Macroelements s’ha de pesar els seglients components,
ajustar a pH = 7.3, i autoclavar durant 30 minuts a 121°C. Es pot guardar a temperatura

ambient.
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Concentracio

Component (g/L)

KoHPO, 17,91

KH,PO, 3,59

(NH4),SO4 5,55

NaCl 2,76

Aigua ultrapura Fins a 1 litre
Soluci6 estoc de Microelements:

La solucié estoc de microelements s’elabora pesant les concentracions descrites a la
taula, i una vegada dissolts els components s’esterilitza per filtracié i es tapa amb paper

d’alumini per protegir-la de radiacio luminica, i es pot guardar a temperatura ambient.

Concentracio
Component

(g/L)
CaCl2.2H20 1.443
AICI3.6H20 0.042
ZnS04.7H20 0.865
CoCl2.6H20 0.159
CuSOs4 1.546
H3BOs 0.009
MnCl2.4H20 1.418
NiCl2.6H20 0.008
Na2Mo0O4.2H20 0.020

Solucio estoc de fosfats.

Els fosfats s'utilitzen en les fermentacions d’alta densitat cel-lular (discontinu alimentat),

ja que no es poden afegir completament a I'inici per evitar que precipitin.

Component Concentracio (g/L)
KoHPO, 500
KH,PO4 100

Aigua ultrapura Fins a 100 ml
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Es prepara una solucié de 100 ml de volum, que s’autoclava durant 30 minuts a 121°C i

es guarda a temperatura ambient.

Solucié estocd’ IPTG.
L’ IPTG (Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside, Fluka 59740) s’'usa com a inductor de
les soques de Escherichia coli que duen el promotor Lac, i es preparen dues solucions estoc

diferents per poder fer front a les diferents concentracions d'IPTG en les diferents séries

d’experiments.

IPTG 100 mM: Dissoldre 595,8 mg d’'IPTG en 25 ml d’aigua ultrapura.
IPTG 1 M: Dissoldre 2,38 g d'IPTG en 10 ml d’aigua ultrapura.

Les solucions s’esterilitzen per filtracié i es guarden al congelador de -20°C.

11.2.5. Medis pel cultiu de P. pastoris.

Medi YPD.

El medi YPD s'utilitza pel manteniment de les soques fresques per a realitzar els
experiments. Aquest medi s’empra en forma solida en plaques Petri, que es poden

emmagatzemar en al nevera durant un periode de 2 mesos.

Component Concentracio (g/L)
Extracte de llevat 10
Peptona 20
Glucosa 10

Agar 20

Aigua ultrapura Fins a 1 litre

Es dissolen els diferents components del medi en una ampolla autoclavable de 1 litre
(en cas que l'agar no s’acabi de dissoldre correctament, en el procés d’autoclavatge els
grumolls desapareixen), i s’esterilitza per calor humit en un autoclau durant 30 minuts a 121°C.

Es deixa refredar fins a uns 50 °C, se li afegeix en cas de que sigui necessari els antibiodtics, i
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en una cabina de flux es reparteix el medi a les plaques. Un cop s’han solidificat es retiren i es
guarden a 4°C.

Medi sali base de fermentacio (FBSM).

Com s’ha explicat préviament en 'apartat de resultats i discussio, en el cultiu de P.
Pastoris es segueixen els protocols de preparacioé dels medis que Invitrogen proporciona a la

web, http://www.invitrogen.com, i que es recull a continuacio:

El medi s’elabora a partir dels elements que es mostren a la taula.

Concentracio

Component (/L)
Acid fosforic, (85%). 26,7 ml
CaS042H,0 1,176
K2SO4 18,2
MgSO, 7,28
KOH 4,13
Glicerol 40

H,O ultrapura Fins a 1 litre

Una vegada dissolts tots els components s’ajusta el pH=5 amb NH,OH (forma
d’addicionar la font de nitrogen al medi) i s’esterilitza per calor a 121°C durant 30 minuts. Es un
medi molt concentrat en font de carboni, fosfor i nitrogen, pensat per suportar el creixement en

discontinu fins a I'etapa de induccié.
Un cop esteril i per requeriments de la soca utilitzada, s’hi addiciona 10 ml de soluci6

d’Histidina a una concentracio de 0,4 g/L (1000x, és a dir mil vegades concentrada respecte la

concentracio final en el medi de cultiu).

Medi discontinu alimentat M-FB-1 (Glicerol).

Es el medi que s'utilitza una vegada s’han esgotat els substrats en la fase discontinua i
es vol procedir a la fase discontinua alimentada, durant la fase anomenada de transicié que és

necessaria per realitzar la transicié de font de carboni.
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Es prepara 1 litre d’'una solucié de glicerol a 100 g/L i s’autoclava durant 30 minuts a

121°C, i posteriorment s’afegeixen la resta de components:

Component Concentracié (g/L) Volum (ml)
Glicerol 100 1000
Solucié PTM1 7,5
Histidina 0,4 10

Medi discontinu alimentat M-FB-2 (Metanol).

El medi M-FB-2 és el que s'utilitza per provocar la induccié en el cultiu de la Pichia
pastoris, i la seva composicio esta basada en el metanol, que pot ser assimilat per 'organisme

com a font de carboni. La seva composicié és molt senzilla.

Component Volum (ml)
Metanol 1000
Solucio PTM1 4.4

Aquest medi si és preparat en cura no és necessari que s’esterilitzi, perd no obstant i
per major seguretat es pot esterilitzar per filtraci6 amb filtres especials per solucions
organiques. En aquest medi no s’hi addiciona Histidina, perqué en preséncia de metanol

aquesta precipita, per tant s’afegira directament al bioreactor.

Solucions concentrades estoc.

Solucié de micronutrients PTM1.

La solucié de micronutrients es prepara a partir dels seguents compostos, i s’esterilitza
per filtracié. Es possible que al mesclar tots els components la solucié esdevingui térbola i
compliqui la filtracié. En aquest cas es pot filtrar en dos passos, primer amb prefiltre i després

amb el corresponent filtre de 0,22 ym.

- 337 -



Analisi d’alternatives per a un bioprocés de produccié d’una vacuna animal

Concentracio

Component (g/L)
Sulfat de coure (5 H,0) 6
Nal 0,08
MnSO,4-H,O 3
Molibdat sodic (2 H,0) 0,2
Acid boric 0,02
CoCl, 0,5
ZnCl, 20
FeSO,7H,0 65
Biotina 0,2
H,SO,4 5 ml
Aigua ultrapura Fins a 1 litre.

La solucio pot ser emmagatzemada a temperatura ambient.

Solucio Histidina estoc 1000x.

La solucié estoc Histidina 1000x té una concentracié de 0,4 g/L, s’esterilitza per filtracio

i es guarda en la nevera a 4°C.

11.2.6. Additius pel cultiu en bioreactor.

Als cultius realitzats en bioreactor, cal afegir-hi encara alguns components més degut a
les caracteristiques d’operacio, per tal de protegir les cel-lules de les condicions d’esforg tallant
que es generen degut a l'agitaci6 mecanica, a I'aeracié per bombolleig, i a la generacio
d’escumes. S’addiciona basicament antiespumant, i un protector cel-lular, plurdnic, en les

seguents quantitats.

Antifoam C (Sigma) (Soluci6 1% (v/v)) 5 mi
Plurdnic F-68 (Sigma) (Solucid 10% (p/v)) 40 ml

Aquests additius s’addicionen a partir de solucions concentrades estérils, que es

preparen amb el seguent protocol:
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Es dissolen 25 g de Pluronic F-68 en 250 ml d’aigua ultrapura, tot i que no es dissol
totalment i s’observen grumolls aquests desapareixen després de ser autoclavat.
L’antiespumant es prepara a partir d’'una solucié ja concentrada al 30%, i es dissolen 3 ml
d’antiespumant en 90 ml d’aigua ultrapura. Les dues solucions estoc s’autoclaven a 121°C

durant 30 minuts.

11.3. Tecniques analitiques.

11.3.1. Técniques microbiologiques.

Mesura de la concentracio cel-lular-.

Recompte cel-lular per exclusié nuclear (cel-lules animlas anclatge-depenents).

En els cultius de cél-lules ancaltge-depenents, no es poden realitzar recomptes directes
de concentracio cel-lular, ja que donat el procés de tripsinitzacid, les cel-lules queden

malmeses. En aquest cas es realitza una técnica de recompte de nuclis cel-lulars.

Es pren una mostra de cultiu amb els microsuports de 1 ml, i s’introdueix en un tub de
centrifuga per afavorir la seva sedimentacio. Degut a la mida del microsuport, i a les cel-lules

adherides, en uns minuts ja s’ha format el posit.

Una vegada s’ha dipositat al fons del tub els microsuprts, s’extreuen 0,8 ml del

sobrenedant, i es resuspenen en 0,8 ml de PBS.

Després de deixar precipitar de nou els suports s’extreuen 0,8 ml i s’afegeix 1,8 ml
d’'una solucié 0,1M d’acid citric en un 0,1% de cristall de violeta. S’homogeneitza la mostra i
s’incuba a 37°C durant 2-4 hores. Per tal d’aconseguir el desancorament i I'alliberacié dels

nuclis, es convenient homogeneitzar vigorosament amb una pipeta.

Finalment es recompten els nuclis, que s’han tenyit de color violeta fosc a 100

augments mitjangcant un microscopi invertit de contrast de fase (Nikon, TMS) i un
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hemacitdmetre (Neubauer Improved, Brand). Es recompten els 4 camps, es descarten els dos

valors extrems, i finalment s’aplica la formula seglent:

n,+n,

[cel/mL]= ﬁ =(n, +n,)-10*

Equacié 11-1

. On n4 i n, sén el nombre de cél-lules comptades en els dos camps acceptats, m és el
nombre de camps comptats i té un valor de 2, d és la dilucio realitzada i és 0.5, i V és el volum

de mostra present a cada camp i t& un valor de 4-10™ ml.

Recompte cel-lular (cel-lules animals en suspensio, Sf9).

Per diferenciar les cél-lules vives de les mortes, es tenyeixen amb una mescla 1:1
d’'una dissolucié de blau de tripa (Sigma) diluida al 0.2% (v/v) en PBS 0.1 M a pH 7.4 o NaCl

0.9% (p/v) i la mostra cel-lular.

Concentracio

Component (g/L)
NaCl 8
KH2PO4 0,2
Na2HPO4-12H20 2,8
KCI 0,2
Aigua ultrapura Fins a 1 litre

El colorant només penetra a l'interior de les cél-lules mortes i els déna un color blavés.
Per contra, les cél-lules vives es diferencien perfectament de les mortes pel seu color blanc
brillant. A continuacid, es realitza el recompte de cél-lules vives i mortes. El recompte es
realitza igual que en el cas anterior, mitjiangcant un microscopi invertit de contrast de fase

(Nikon, TMS) i un hemacitometre (Neubauer Improved, Brand).

Un cop realitzat el recompte celllular dels quatre camps que proporciona
I'hemacitometre, es descarten els valors extrems (el més elevat i el més baix), i amb els dos
valors restants es realitza la mitjana. El calcul de la concentracié de cél-lules present al cultiu

es realitza mitjancant la seglient férmula (aplicable a cél-lules viables i mortes):
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n, +n,

[cel/mL]= dLV =(n, +n,)-10°

on ny i n, sé6n el nombre de cél-lules comptades en els dos camps acceptats, m és el
nombre de camps comptats i t& un valor de 2, d és la dilucid6 amb blau de tripa realitzada i és

0.5,V és el volum de mostra present a cada camp i t& un valor de 4:10* ml.

A partir del recompte de cél-lules vives i mortes es pot determinar el percentatge de

viabilitat del cultiu, a partir de la relacioé entre les cel-lules viables i les totals.

|cél viables|

Viabilitat(%) = I—I-loo
cel totals

Mesura del pes sec (bacteris i llevats). Relacio entre Pabsorbancia i el pes sec.

La determinaci6 del pes sec es realitza a partir de mostres d’uns 8-10 ml de volum que
es filtren amb membranes de fibra de vidre (Whattman GF/F) de 0,45 pm préviament tarades.
Es procedeix a rentar 3 vegades la mostra amb 10 ml d’aigua destil-lada, per assegurar que no
hi queda restes de sals provinents del medi de cultiu. Els filtres amb les respectives mostres
s’assequen en una estufa a 100°C durant 12 hores, i posteriorment es deixen que es refredin
en un dessecador de silica gel fins que el seu pes sigui constant. Una vegada s’ha estabilitzat
la mesura del seu pes, a aquest se li descompta el pes del filtre, i es calcula el pes sec amb la

seguent relacio:

(Pes _ final — Pes _ filtre)g

PS(g/l) =
(/D Volum _mostra(l)

Una vegada construides les rectes patrd (Figura 11-2), aquestes s'utilitzen per a poder
determinar el pes sec a partir de la mesura d’absorbancia a la corresponent longitud d’ona
d’'una mostra amb I'espectrofotometre (PU 8620 UV/VIS/NIR, Philips).
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Pes sec (PS) g/l
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Figura 11-2: Rectes patré pel calcul de la concentracié cellular en cultius de bacteris i
llevats. Part superior: Escherichia coli, amb medi MD. Part inferior: Pichia pastoris, amb
medi FBSM.

Les equacions que s’obtenen finalment soén:

Per E.coli: Pes sec (g/L) = 0,4 - AbS(s50mn)
Per P. pastoris: Pes sec (g/L) = 0,25 - AbSoomn)

Titulacié de la concentracio virica: BaculovirusiIBDV.

Baculovirus: Titulaci6 per recompte de unitats formadores de particules.

L’assaig de plaques s'utilitza per a determinar la poténcia d’infeccié d’un estoc de virus

o d’'una mostra d’'un cultiu infectat (concentracié virica) per formacié de particules en un cultiu
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de cél-lules immobilitzades en monocapa. Aquest assaig és laboriés i llarg d’efectuar, la seva

durada és aproximadament d’una setmana, i el material necessari s’exposa a continuacio.

e Plaques de cultiu de 6 pous (P35, Falcon, Ref. 353046)

e Tubs de centrifuga estérils de 15 ml de poliestire (Orange Scientific, Vertex)
e Ampolla de vidre estéril de 100 ml

o Pipetes Pasteur estérils

e Pipetes estérils de 1 i 10 ml (Rubilabor)

e Bany d’aigua a 70°C

e Gel d’'agarosa al 4% (Sigma)

¢ Roig Neutre (0.33% p/v) (Neutral red solution, N2889, Sigma)

o X-gal (Fermentas #R0401), 20 mg/mL en dimetilformamida (Merck 822275).
e Sobrenedant amb baculovirus, clarificat, lliure de cél-lules i esteéril

e Aigua ultrapura

e Cultiu de cél-lules Sf9 a 5-10° cél-lules/mL

e Medide cultiu (IPL41 + 5%FBS + Suplements) concentrat (dues vegades)

El procediment a seguir en aquest assaig es detalla pas a pas:

En condicions esteérils, es dispensen 2 ml de suspensié cel-lular (5:10° cél-lules/mL, o 1-
1,5-10° cél-lules/pou) en cada pou. Es deixa precipitar les cél-lules al fons del pou. S’incuba,

amb els pous coberts, a temperatura ambient durant 1 hora.

S’introdueix el gel d’agarosa al bany de 70°C per procedir a la seva liquacié (20-30

min.), i el medi concentrat dues vegades i 'ampolla de 100 ml a 37°C.

Després d’'una hora d’incubacié de les plaques de cultiu, s’observa al microscopi que

les cél-lules s’han adherit i que hi ha un 50% de confluéncia.

Es preparen dilucions de 10™ a 10 del sobrenedant de virus per dilucié consecutiva de
0.5 ml de la dilucié prévia en medi de cultiu sense sérum (IPL41 + suplements) en els tubs de
12 ml. S’ha de disposar de 8 tubs, amb 4,5 ml de solucions diluides, de cada solucié original

de virus.

Es realitza I'assaig per duplicat, de cada dilucié. S’extreu el sobrenedant de cada pou.

Immediatament es dispensen 200 pyL de la solucié de virus corresponent. S’incuba durant 1
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hora a temperatura ambient, i s’agita suaument cada 15 minuts per evitar que s’assequi.

Mentre s’incuben les plaques es prepara el gel d’agarosa per la immobilitzacié dels cultius.

Preparacio del gel d’agarosa, en la cabina de flux estéril:

e Es suplementa el medi amb 20 ml de sérum i es mescla bé.
e Es mescla 25 ml d’'aquest medi amb 12.5 ml d’aigua ultrapura estéril i amb 12.5
ml del gel d’agarosa al 4% liquat a 'ampolla de 100 ml.

e Es desala solucié a 37°C fins que s'utilitzi.

Després de la incubacié d’'una hora de les plaques de 6 pous s’extreu seqlencialment,
de la solucié menys concentrada a la més concentrada, el sobrenedant de I'indcul de virus de
les plaques i s’hi dispensa 2 ml de la solucié d’agarosa. Aquesta operacié s’ha de realitzar de
forma agil per evitar 'assecament de la monocapa. Es important que la temperatura de la
mescla de medi amb l'agarosa no superi la temperatura de 37°C en el moment en que
s’addiciona en els pous, ja que pot provocar el desancorament de la monocapa. Es deixa

endurir el gel entre 10 i 20 minuts.

S’afegeix 1 ml de medi IPL41 + 5%FBS + Suplements per sobre del gel format i
s’incuben les plaques de pous a 27°C en un incubador humidificat durant 5 dies. Passats els 5
dies es retira el medi sobrant i s’afegeix 1,5 ml a cada pou de solucié Roig neutre 1/40 en PBS

i 100 pul de X-gal, i posteriorment s’incuba a I'estufa de 27°C durant 4-6 hores.

Preparacio de al solucié6 de X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl--D-galactopyranoside)
2% (100 ml): Es dissolen 2g de X-gal en 100ml de Dimetilformamida (Usar guants i tubs de
polipropilé o vidre). Els tubs s’han de cobrir amb paper d’alumini per protegir la solucié de la

llum. Es guarden a —20°C (No es necessari esterilitzar).

Es retira el sobrenedant i s’inverteix la placa per procedir al recompte del nombre de
calbes no tenyides. El rang optim de recompte es situa entre les 6 i les 20 calbes. El titol es

pot calcular com a numero d’unitats formadores de particules (Pfu/mL) a partir de la férmula:
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Nc
Fd-Vv

mostra

Concentracidé _virica(Pfu/ml) =

On:
Nc = nombre de calbes recomptades en el pou.
Fd = factor de dilucié de la mostra virica.

Vmostra = VOlum mostra virica diluida afegida al pou, ml.

IBDV: Titulacié per DICT-50.

La titulacioé per DICTsp, Dosi Infectiva de Cultiu Tissular que infecta el 50% dels casos,
és un parametre estadistic que defineix la dilucié de la mostra que infectaria al 50% dels

casos. Aquesta técnica s'utilitza per a la titulacié del virus IBD.

La titulacio de la mostra es realitza sobre plaques Petri de 96 pous (Nunc), en les que
es sembren 200 pL de cultiu de céllules Vero a una densitat cellular de 3-10° cél/mL.
S’incuben les plaques a l'incubador a 37°C, 95% d’humitat i al 5% CO, durant 2 hores per

garantir 'adhesié en monocapa.

Paral-lelament es preparen de manera estéril dilucions seriades de la mostra virica, en
tubs falcon estérils (Orange), amb un valor de diluci6 fins a dos exponents major del que

s’espera calcular.

S’extreu el medi de cultiu dels pous procurant no erosionar la monocapa, i s’inoculen
els pous d’'una columna sencera de la placa amb 100 yL de cadascuna de les dilucions
(deixant els pous dels extrems lliures per evitar evaporacions del medi), i s’addicionen 100 pL
de medi fresc MEM-G al 10% de FBS.

S’incuben les plaques infectades en l'incubador de CO, al 5%, 37°C i 95% d’humitat
durant 5 dies per garantir la totalitat de la infeccié. Passats els 5 dies, es retira el sobrenedant i
es tenyeixen els pous amb 100 pL de solucié de cristall de violeta al 0,1% en PBS. Al cap de
mitja hora es retira la solucié de tincié i es recompta observant I'efecte citopatic al microscopi

invertit de contrast de fases (Nikon)

El calcul de la DICTs, s’efectua seguint el métode de Reed and Muench, basat en

definir 'exponent de la poténcia de 10 en la forma 10*™ | on a és el factor de diluci® més
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elevat en que s’observa més d’'un 50% dels pous infectats, i els decimals dels exponents bc es

calculen segons la seglent expressio:

(%opous infectats major de 50%) — 50%
(%opous infectats major de 50%) — (%opous infectats menor de 50%)

bc =

Seguint 'exemple de la Figura 11-3, on es mostra el métode de calcul de I'exponent de

la titulacio virica per conéixer la DICT50.

Infeccid. No Infeccié &3 Pou buit
® @ O DICT,, = 10abc

101

llilj a=4

Dilucio 1M _
g be = 60 -50 ~0.25
10 60-20

DICT,, = 10425

Figura 11-3: Exemple de calcul de la DICTso en un assaig hipotétic de titulacié virica,
emprant el métode de Reed Muench.

11.3.2. Tecniques de DNA recombinant.

Amplificacio de DNA (PCR).

La reaccio en cadena de la polimerasa, o PCR, és una técnica que utilitza I'activitat de
les DNA polimerases termostables en l'obtencié de grans quantitats de DNA (a partir de
mostres que poden estar en I'ordre dels femtograms), que posteriorment es poden emprar per
a la realitzacié dels constructes per I'obtencié dels organismes recombinants que expressin les

capacitats que confereix el DNA obtingut.

S’han utilitzat les polimerases Pfu (Stratagene) i iProof High Fidelity DNA Polymerase
(BioRad) i es segueixen les indicacions subministrades amb els enzims pels proveidors. A

mostra d’exemple es mostra el conjunt de reactius que s’utilitzen en una PCR.
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10 ul Buffer 5x (iProof High) (Biotools)
0,5 ul iProof High Fidelity DNA Polymerase (Biotools)
2 ul dNTP mescla 10mM (Fermentas)
1,5 ul Encebador directe (Fw primer)
1,5 ul Encebador revers (Rw primer)
1,5 ul MgCl, (Fermentas)
1 ul DNA motlle
32 ul H,O ultrapura esteéril
50 ul Total

S'utilitza el termociclador Gene Cycler (BIORAD), i el programa dels cicles térmics
disposa d’'una base comuna per a tots els casos, del qual unicament es modifica les Th
(temperatura d’hibriditzacié), segons les sequéncies dels encebadors dissenyats, partint
sempre del valor de Tm ( Melting Point, o temperatura de fusid) menys 5°C i es disminueix el
valor de temperatura fins assolir I'amplificacio, i el temps d’elongacié de la cadena, segons la

longitud del fragment que es volia amplificar:

1 cicle 95 °C 5 minuts Linealitzacio DNA
95°C 15 segons  Separacio doble cadena.
30 cicles The°C 30 segons  Acoblament DNA i encebador
72°C 30 segons  Polimeritzacié del DNA.

1 cicle 72°C 5 minuts Polimeritzacioé del DNA de seguretat

Es important tenir en compte que si es parteix d’'una concentracié de mostra massa

gran, no sempre s’obté una correcta amplificacio.

Purificaci6 del DNA amplificat (PCR) i extracci6 del DNA dun gel

9

d’agarosa.
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Tant en les purificacions dels productes obtinguts per PCR, com en [l'extraccio i
purificacié de les bandes corresponents al material genétic d’interés separat en gels d’agarosa,
s’utilitza un kit comercial QlAquick, PCR Purification Kit (Cat.No. 28104), de la casa QIAGEN.
El kit esta conformat tant per les diferents solucions necessaries, com per les minicolumnes i
altres materials d’'un sol Us necessaris. Es segueixen les instruccions proporcionades pel

mateix proveidor per realitzar les purificacions i extraccions corresponents.

Extraccié de DNA plasmidic de les soques.

L’extracci6 de DNA plasmidic de les aliquotes dels cultius de E. coli es realitza
mitjangant un kit comercial, High Pure Plasmid kit (Roche), i s’han seguit els protocols que el
propi kit proporciona. Consisteix en un kit per I'extraccié de fins a 10 ug de DNA, i empra mini
columnes (spin columns) per a la retencié del DNA. En cap cas s’ha hagut de manipular una

excessiva quantitat de DNA i no ha estat necessari considerar kits de major capacitat.

Restriccio enzimatica del DNA.

Les endonucleases de restricci6 son una familia d’enzims que hidrolitzen la doble
cadena de DNA en una regi6 especifica que la propia endonucleasa és capag de reconéixer,
provocant la fragmentacié de la cadena. La sequéncia que es reconeix és d’entre 4-8
nucleotids, i el tall pot ser o bé rom, o bé conferint extrems cohesius. Les condicions de treball
depenen del tipus d’endonucleasa que s’utilitzi, aixi com el tipus de solucié tampd. Un gran
nombre d’enzims de restriccié tenen una temperatura de treball al voltant de 37°C, perd n’hi ha

que requereixen temperatures diferents.

L’activitat dels enzims es descriu en unitats d’activitat (UA):una unitat correspon a la
quantitat d’enzim necessari per a digerir completament 1 uyg de DNA en un temps de 60
minuts, a les condicions de treball optimes. L’activitat de les endonucleases disminueix amb la
temperatura, i per preservar-la els enzims es conserven a -20°C, i es manipulen en blocs de
gel per mantenir-los en fred. De manera genérica el protocol de restriccié de DNA es descriu a

continuacio:
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Component Volum (pl)

DNA 1-3

Tamp6 restriccid 10x 1

Enzim de restriccio 1 (1-5 u per ug de DNA)
H>O ultrapura esteril Fins a 10 pl

S’incuba la mescla a la temperatura de treball de I'enzim durant unes 3-5 hores (es

poden incubar fins a tota la nit per garantir el maxim de rendiment de la restriccid).

En els casos de restriccions multiples, s’estudia el cas en concret abans de triar la
metodologia. En cas que els enzims a utilitzar emprin el mateix tampoé i la mateixa
temperatura, es poden addicionar conjuntament en la mescla. Si els tampons o les
temperatures de treball son diferents, es recomanable realitzar la restriccid per passos, i si és

necessari purificant entre passos.

Lligacio6 plasmidi-insert.

La lligacié de fragments de DNA és la técnica que s’utilitza per a poder realitzar els
constructes en els quals s’insereix un fragment de DNA que codifica per la proteina d’interés
dins de la sequéncia d’'un plasmidi. Per a realitzar al lligacié s’utilitza 'enzim T4 DNA lligasa

(Fermentas), que es capag d’unir extrems ja siguin roms o cohesius de doble cadena.

La mateixa preparacié de T4 DNA lligasa que s’ha utilitzat, ja duu en el kit el tampé de
ligacid 10x, que de la mateixa manera que la lligasa es conserva a -20°C. Per ralitzar una
ligacio, i de forma genérica, es procedeix a la mescla en les seguents proporcions dels

diferents components:

Component Quantitat
Plasmidi 50-400 ng
Insert 3:1 respecte el vector
Tampd lligacio 10x 1L

T4 DNA Lligasa 0,5 pL

Aigua ultrapura autoclavada Finsa 10 pL
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Una vegada realitzada la mescla es deixa incubant a 12 °C durant tota la nit per
procedir a la lligacid, i al dia seglent s’inactiva la reaccié mitjangant un xoc térmic durant 10

minuts a 65 °C.

Transformacio de E.coli.

L’electroporacié és una de les metodologies de transformacié bacteriana (introduccio
de constructes recombinants que codifiquen per la proteina d’interés al bacteri), es basa en
sotmetre l'organisme a polsos eléctrics d’alt voltatge per produir porus momentanis en la
membrana plasmatica de manera que el constructe pugui introduir-se en I'organisme. Per a
poder emprar aquesta s’utilitza les anomenades cél-lules competents, el protocol d’obtencié de

les quals es descriu a continuacio.

Preparacio de cel-lules competents.

Es realitza un cultiu de la soca que es vol transformar en un erlenmeyer de 100 ml de
volum amb medi LB (amb antibidtic si es requereix), incubant-se a 200 rpm i 37°C fins que la

DOssp és aproximadament de 1 (unes 5-7 hores).

Es transvasa el cultiu en un tub falcon de polipropilé estéril i es centrifuga a 7000 rpm

durant 5 minuts.

S’extreu el sobrenedant i es resuspén el pelet en 1 ml de solucié de glicerol al 10%
(v/v) amb aigua ultrapura a 4°C (esterilitzada per calor humit, autoclau). Es transvasa la

suspensio en un tub Eppendorf estéril, i es centrifuga a 9000 rpm durant 1 minut a 4°C.

Es repeteix I'operacié de rentant amb glicerol al 10% cinc vegades per tal de garantir

I'eliminacié de les sals provinents del medi de cultiu, ja que interferirien en I'electoporacid.

Finalment es resuspén el pelet restant en 0,5 ml de glicerol 10%, per augmentar la
concentracioé cel-lular i es preparen aliquotes en Eppendorfs estérils de 50 yL de la suspensio i

es guarden a -80°C.
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Transformacio per electroporacio.

En un tub de céllules competents s’hi addiciona 0,5-1,5 pyL de la mescla de lligacio

inactivada préviament, i es deixa reposar en gel durant 1 minut.

Es transfereix la mescla en una cubeta d’electroporacié neta i estéril (Electroporation
cubetes plus n° 620, BTX), i s’introdueix en la cambra d’electroporaci6. L’electroporador

(Biorad Gene Pulser Il) opera en les seglents condicions: V = 2500 v, C = 25 yF i R =200 Q.

Immediatament de la produccié de la descarrega, s’afegeix 1 ml de medi LB sense
antibiotics i s’incuba durant 1 hora a 37°C. Aquest temps d’incubacié sense antibiotic és

necessari per a que s’expressi la resisténcia incorporada en el constructe introduit.

Finalment es sembren plaques Petri de medi LB amb els antibidtics corresponents
(marcadors de seleccio) i s'incuben a una estufa a 37°C durant 18-20 hores. Les colonies que
creixin son candidats de clons que han incorporat el constructe, i que caldra a comprovar. No
és aconsellable deixar incubar més les plaques per evitar l'aparici6 de coldnies no

transformades com a satél-lits de les transformades, degut a la degradacio del antibiotic.

Gel de proteines. SDS-PAGE.

Els gels de proteines es poden utilitzar per a la identificacio, quantificacié de proteines,
i mitjangcant després d’'una transferéncia en una membrana de cel-lulosa per a realitzar assaigs
immunologics. La técnica consisteix en fer correr les mostres de mescles de proteines a través
de gels d’acrilamida sotmesos a diferencials de potencial eléctric, obtenint-se uns separacié de

les proteines segons el seu pes molecular.

La separacid electroforética de proteines es realitzat en gels desnaturalitzants de
poliacrilamida al 12% i al 15% que contenen SDS, segons les mides de les bandes a separar.

En la Taula 11-2 es mostren els protocols a seguir per a la preparacio dels gels d’acrilamida.

El suport utilitzat per a la preparacié dels gels i la separacié electroforética de les
proteines ha estat un equip MiniProtean Ill (Biorad) i una font PowerPac 300 (Biorad).

Normalment, les mostres de proteines s’han separat a voltatge constant de 150 V.
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Per al reconeixement de la mida de les bandes obtingudes s’utilitzen marcadors de
mida molecular coneguda (Prestained protein molecular weight marker, Fermentas). Es un
tipus de marcador de pes molecular que es subministra pre-tenyit, per tant permet ser transferit

a les membranes de cel-lulosa per a la realitzacié dels Westerns Blots.

Tipus de gel Gel separador 12% Gel separador 15% Gel apilador
H20 3.3ml 2.3 ml 2.1 ml
30% acrilamida-bis 4.0 ml 5.0 ml 500 pL
1.5 M Tris pH 8.8 2.5ml 2.5 ml

1.5 M Tris pH 6.8 380 uL
10% SDS 0.1ml 0.1ml 30 pL
10% persulfat d’amoni 0.1 ml 0.1 ml 30 uL
TEMED 4 ul 4 L 3 uL

Taula 11-2: Dissolucions per a la preparacio dels gels separador i empaquetador de I'electroforesi de proteines. Els
valors mostrats estan calculats per a la preparaciéo de 10 ml de gel separador al 12 0 al 15% i de 3 ml de gel
apilador.

Preparacio de les mostres pels gels de proteines.

Es parteix de mostres de 1 ml de cultiu (amb una densitat dptica no superior a 2), i es
centrifuguen en una centrifuga de tubs Eppendorf a 9000 rpm durant 1 min, i es descarta el
sobrenedant. Depenent de la mida del pelet es resuspén en 50-100 pl d’aigua ultrapura i es
congela a -20°C, per procedir a la lisi de les cél-lules. Es descongela la mostra i s’hi afegeix la
part corresponent de tampé de carrega 2x (composicioé descrita a continuacid), i per assegurar
la total lisi es procedeix a realitzar 3 cicles de sonicacié per ultrasons durant 20 segons,

mantenint el vial en gel per evitar I'escalfament de la mostra.

Component Volum (ml)
Tris-HCI 0,5 M (pH = 6,8) 1,25
Glicerol 2
SDS (solucioé 10%) 2
B-mercaptoetanol 0,5
Blau de bromofenol (solucié 1%) 0,5
Aigua Ultrapura 3,75
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Si la mostra presenta una viscositat que no permet ser pipetejada amb comoditat, se li

pot afegir 1 pl de solucié de DNAsa (2mg/mL), i a continuacio es pipeteja vigorosament.

Finalment s’incuba la mostra en una estufa a 95°C durant 5 minuts per procedir a la
linealitzacié de les proteines abans de ser carregades al gel. Un cop es retiren les mostres de
'estufa es mantenen en gel per evitar la seva degradacié. Una vegada refredades es

centrifuguen a 14000 rpm durant 5 minuts per poder carregar en el gel només el sobrenedant.

La quantitat de mostra a carregar depen del tipus de cultiu i del que hom espera trobar
com a resultat, i si el gel és per una tincié posterior o bé per realitzar un Western Blot.
S’aconsella usar un volum de 3-5 pl de marcador de pes molecular, i unes mostres que

oscil-lin entre 10 i 40 pl, depenent del gruix del gel d’acrilamida.

Assaig immunologic: Western Blot.

La técnica de transferéncia Western permet la deteccid especifica de proteines
mitjancant I'is d’anticossos, que reconeixen una regié especifica de la proteina. Es una
tecnica que complementa la técnica dels gels de proteines, i permet assegurar que una
proteina d’'una determinada mida, disposa d’'una regié reconeguda especificament per un

anticos.

En primer lloc s’ha de transferir les proteines del gel d’acrilamida a les membranes de
nitrocel-lulosa. Per aixd es retallen les membranes de nitrocel-lulosa de 0.45 um (Biorad) i el
paper de filtre de la mateixa mida que la del gel de proteines i es submergeixen conjuntament

en tampo de transferéncia per hidratar-les i equilibrar-les.

Es munta 'anomenat sandwitx de transferéncia com s’indica a la Figura 11-4. Es
recomanable realitzar tot el muntatge submergit en tampé de transferéncia, per assegurar la
hidratacié de tots els components i per evitar la formacié de bombolles d’aire entre les capes.
Un cop es situa la primera esponja, s’ubica un tros de paper de filtre i a continuacio s’extreu el
gel del vidre amb cura de no trencar-lo, dipositant-lo sobre el paper de filire. Per extreure el gel
es recomana fer-ho submergint-lo en el recipient del tampd. Posteriorment es diposita la
membrana hidratada sobre el gel, es mulla amb tampé de transferéncia procurant que no es
formin bombolles d’aire entre el gel i la membrana, i si es necessari, cal eliminar les bombolles
d’aire pentinant suaument la membrana. Finalment es posa un altre tros de paper de filtre, la

darrera esponja i es tanca el cassette.
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Figura 11-4: Esquema del muntatge del cassette per a la transferéncia proteica des del gel
de proteines a la membrana de nitrocel-lulosa, per a realitzar la técnica del Western Blot. 1.-
Esponges, 2.- Paper de filtre, 3.- Gel de proteines i 4.- Membrana de nitrocel-lulosa.

Les proteines separades per SDS-PAGE es transfereixen a la membrana aplicant un
amperatge constant de 400 mA durant 1.5 hores (PowerPac 300, Biorad), en linterior d’'una

cambra freda, o introduint la cubeta en un bany amb gel.

Seguidament, es bloqueja aquesta membrana amb TBST (Tris 20 mM pH 7.5, NaCl
137 mM, Tween 0.1%), o PBST (8g/L NaCl, 0.2g/L KH,PO,, 2.8 g/L Na,HPO,-12H,0, 0.2 g/L
KCI, Tween 0.1%) pH 7.4, amb 5% de llet en pols (Nestlé) o BSA 1% (en PBST o TBST),

durant 12 hores agitant-se a 4°C.

A continuacié, es renta tres vegades durant 5 minuts submergint la membrana en TBST
o PBST, i s’incuba 3-5 hores amb I'anticds monoclonal primari 14A6 (Martinez-Torrecuadrada i
col.-2000) a una dilucié 1:100-1:1000 depenent de I'anticos en TBST o PBST.

Seguidament, es realitzen de nou tres rentats de 5 minuts en TBST o PBST, i s’incuba
1 hora amb I'anticds secundari a-IgG conjugat amb peroxidasa (a una dilucié 1:1000 en TBST

o PBST), que permetra detectar les bandes per revelat quimioluminiscent.

Una vegada es realitzen els 3 rentats corresponents per netejar la membrana de les
restes d’anticos secundari conjugat amb PBST, s’asseca la membrana dipositant-la suaument
sobre paper de filtre net. Es prepara la mescla dels reactius de revelat pico (Pierce) segons la
quantitat de proteina esperada i es procedeix a la deteccié quimioluminiscent. Es recomanable
fer varies exposicions de diferents temps i aixi veure en quin dels casos s’aconsegueix

visualitzar millor les bandes en les pel-licules autoradiografiques.
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Després de l'exposicio de la pel-licula fotografica a la radiacid produida per la
membrana, s’introdueix a la cubeta amb liquid revelador (B&W Paper Developer, Neutol Liquid
NE, Agfa), i s’agita suaument. Visualment es controla que el nivell de revelat no sigui massa
fort, ja que pot cremar la pel-licula, i quan s’aprecia I'aparicid de les bandes s’extreu la
pel-licula i s’introdueix en el liquid fixador (B&W fixer, Agefix, Agfa) durant 5 minuts. Finalment

es renta amb aigua destil-lada i es deixa assecar.

Els revelats es duen a terme en una cambra fosca il-luminada amb una lampada
vermella de 10 W, i s'utilitza un agitador orbital (Heidolph), cubetes on dipositar-hi 'aigua per
rentar les pel-licules films i les dissolucions reveladora i fixadora. S'utilitzen cassettes i

pel-licules de radiografia (Amersham Life Science).

Quantificacio de VP2 intracel-lular en cél-lules Sfo: ELISA.

La quantificacié de la concentracié de proteina intracel-lular en cél-lules Sf9 es realitza
a partir de la técnica ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Les mostres de cultiu
que contenen la proteina (mostres infectades en el cas dels cultius en Sf9), es lisen amb una
solucio de bicarbonat sodic 25 mM durant 15 minuts, en un bloc de gel. Aproximadament es
recomana emparar 1 ml de bicarbonat per 2-2,5-10° cél-lules. Posteriorment es centrifuga la

mostra i s’extreu el sobrenedant per a ser analitzat per ELISA.

Anteriorment s’han preparat les plaques de ELISA (plaques de 96 pous, Nunc),
immobilitzant-t'hi 'anticos monoclonal que reconeix la VP2 (14A6, (Martinez-Torrecuadrada i
col.-2000) a una concentracié de 1 ug/pou en tampé carbonat 0,05M a pH 9,6, incubant les
plaques durant 12 hores. Posteriorment es procedeix a realitzar tres rentats amb un solucio de
0,05%(v/v) de Tween-20 en PBS.

A continuacio és preparen les dilucions seriades de les mostres, emprant solucié de
PBS amb 0,35 M NaCl i 0,05% (v/v) de Tween-20, i s’incuben les plaques durant una hora a
37°C. Posteriorment es procedeix a rentar de nou les plagues amb la solucié de PBS abans

esmentada i es deixen assecar uns minuts col-locant-les cap per avall.

Finalment s’hi addiciona I'anticos monoclonal anti-IBDV conjugat amb peroxidasa 12B8
(Martinez-Torrecuadrada i col.-2000), en una concentracié 1:10000 en tampd de dilucio, i

s’incuben les plaques a 37°C durant 1 hora. Es renten de nou les plaques i es procedeix a la

- 355 -



Analisi d’alternatives per a un bioprocés de produccié d’una vacuna animal

deteccié de la VP2 present mitjangant I'addiccié de 2,2’-azinobis (3-etil-benzothiazoline-6-
sufonic) (ABTS) que actua com a substrat de la reaccié colorimétrica, i al cap de 10 minuts

s’atura la reaccié addicionant 100 uL de solucié de SDS al 2%.

Les plaques es mesuren i quantifiquen en un lector de plaques d’Elisa (Bio-Tek
Instruments) emprant una longitud d’'ona de 405 nm. El patré per a la quantificacié s’estableix
per cadascuna de les analisis, emprant com a mostra una solucié de VP2 purificada i

quantificada en una columna de pous.

Activitat enzimatica de 3-galactosidasa. Test de Miller.

La quantificacié de I'activitat de I'enzim R-galactosidasa, es realitza a partir de mostres
del cultiu en suspensio induit per temperatura entre 28°C i 42°C. Les mostres consisteixen en
aliquotes de 0,2 ml del cultiu a les quals s’hi afegeix 0,1 ml de cloroform per tal de
permeabilitzar les cél-lules, junt amb 0,9 ml de Tampdé Z (definit més avall) i s’agiten

vigorosament amb el vortex cinc segons.

S’incuba la mostres durant 5 minuts en un bany a 28°C. Posteriorment s’hi afegeix el
substrat de la reaccié enzimatica que consisteix en 0,2 ml de la solucié de ONPG (2-nitro-fenil-
R-D-galactopirandsid), a una concentracié6 de 4 mg/mL en Tampd Fosfat, que ha de ser
preparat el mateix dia. La mostra s’incuba a 28°C i es deixa reaccionar fins a I'aparicié de color

groc, moment en el qual s’atura la reaccié amb 0.5 ml de Na,CO; 1M.

CH L£OH

I::-gal;l{ toeidage
HAO

ONPG Galactose o-Mitrophenal
(colarless) (colorless) (yellow)

Es mesuren les absorbancies a 550 nm i 420 nm (PU UV/VIS/NIR sepctrophotomether,
Philips), i es calcula I'activitat enzimatica segons I'expressié seglient, obtenint les unitats

d’activitat per unitat de volum:
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UA  [Abs. ;4. - (1.75+ Abs. 5,1
mL V-t

1000

On
V representa el volum de mostra processat (ml).

t el temps de reaccié la mostra fins a I'aparicié del color groc (s).

El resultat, expressat en unitats d’activitat enzimatica/mL es pot expressar en funcié de
la concentracio cel-lular (PS) del cultiu en el moment de prendre la mostra, s’obté I'activitat

especifica que s’ expressa en UA/g PSC.

El Tampo Z consisteix en una mescla al 0,28 % de R-mercaptoetanol en Tampé Fosfat

I, i es conserva a 4°C.

Tampo Fosfat | (pH=7)

Na;HPO,-7 H,0 0,06 M
NaH,PO,-H,0 0,04 M
KCl 0,01 M
MgSO,-7H,0 1 mM

Tamp6 Fosfat Il (pH=7)
NazHPO4'7 HZO 0,06 M
NaH,PO, 0,04 M

Analisi enzimatic dela glucosa i lactat.

Les concentracions de glucosa i lactat de les mostres extretes durant els cultius es
mesuren amb un analitzador automatic de glucosa i lactat YSI 2700 Select (Yellow Springs
Instruments).

Aquest aparell disposa d'un eléctrode format per una fina membrana amb enzims
immobilitzats que envolta un anode de plati. Les molécules de D-glucosa o L-lactat presents a
la mostra difonen a través de la membrana, i pateixen una transformacié enzimatica per accio

de la glucosa i la lactat oxidases, aquestes reaccions alliberen electrons que sén finalment
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detectats per l'electrode. La intensitat dels senyals eléctrics produits és proporcional a la
concentracié de cadascun dels dos substrats. La mesura eléctrica no es veu afectada pel
color, terbolesa, densitat o temperatura de la mostra, i només precisa que l'aliquota presa per
la mesura sigui filtrada o centrifugada amb anterioritat per tal d'eliminar les cél-lules o

impureses que puguin obstruir la membrana.

L'analitzador pren 50 uL de cada mostra i déna els valors de concentracio de glucosa i
lactat en (g/L), amb un error aproximat de + 0.1 g/L. El rang de concentracions que pot
mesurar l'aparell oscil-la de 0.05 a 20.0 g/L per la glucosa i 0.05 a 2.00 g/L pel lactat. Quan les
mostres estan excessivament concentrades és necessari diluir-les amb aigua ultrapura fins

que les mesures entren en el rang de mesura.

L’aparell requereix una solucid patré i una solucié tampd, amb unes composicions que

es detallen a continuacio:

Component Quantitat (g/L)
° KoH,EDTA 0,636
E Acid benzoic 1,052
:g Glucosa 1.8
3 L-Lactat 0,45
® Aigua ultrapura 1 litre
Component Quantitat (g/L)
K.H,EDTA 0.572
o Benzoat sodic 0.948
g NaH,PO,4-2H,0 2.028
‘0 NaCl 1
‘_f Na,HPO,4 12H,0 16.2
@ Sulfat de gentamicina 0.0076
Aigua ultrapura 1 litre

Les dues solucions es filtren al buit amb una membrana d’acetat de cel-lulosa de 0.45

um de diametre de porus i s’han de renovar una vegada a la setmana.
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Cromatografia liguida d’alta resoluci6 (HPLC). Analisi de les fonts de
carboni, 1 de metanol.

L'analisi de concentracié de galactosa es realitza per cromatografia liquida d'alta
resolucio (HPLC), més especificament per cromatografia d'intercanvi idnic i deteccié per index

de refraccio.

L'equip d'analisi consta de les seglents parts:
e cromatograf liquid Hewlett Packard 1050 amb bomba isocratica i injector
automatic
e detector d'index de refraccié Hewlett Packard 1047A
e integrador Hewlett Packard 3396A

e columna de bescanvi ionic Aminex HPX-87H de Bio Rad

Les condicions de l'analisi en les que es fa treballar el cromatdograf es detallen a
continuacio:
e cabal de I'eluent de 0.6 ml/min
e volum d'injecci6é de la mostra 20 uL
e temperatura 25°C

e temps d'analisi 30 minuts

La fase mobil (eluent) és aigua ultrapura, amb el pH ajustat a 3 amb acid sulfuric al
98%. La solucié es filtra al buit a través d'una membrana de 0.45 um i es deixa desgasificar
durant 15 minuts en el mateix kitasato. A 'ampolla de I'eluent s’injecta un cabal constant d’Heli
de 0,1 I/min.

Préviament als analisis s’ha de posar en marxa I'equip, comengant per consignar una
rampa d’augment del cabal de la bomba d’eluent des de 0 fins als 0,6 ml/min. Aquest augment
ha de ser progressiu per evitar la compactacié de la columna. Una vegada s’assoleix el cabal
desitjat, es deixa equilibrar la columna durant 30 minuts, i es defineix la linia base del

cormatograma

La informacié en forma de cromatograma es recull amb I'ajut d’'un ordinador acoblat a
'HPLC, i lanalisi i quantificacié dels diferents pics del cromatograma es realitzen amb el

programari anomenat Millenium (Waters).
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Analisi d’amoni (NH,*).

Les mesures de la concentracié d’amoni es realitzen a partir del kit comercial LCK 303
(Dr. Lange), que pot mesurar concentracions de NH,* en un rang des de 2,5 fins a 60 ppm,
parametre a tenir en compte per emprar la mostra amb la dilucié corresponent. Aquest kit
permet de manera senzilla i en un temps de 15 minuts de conéixer la concentracié d’amoni en

el cultiu.
El kit es basa en la reaccié del amoni amb els ions de hipoclorit i salicilat a pH 12,6

amb presencia de prussiat sddic com a catalitzador, obtenint-se blau de indofenol, mesurant-

se posteriorment la seva absorbancia en un espectrofotometre (Dr Lange, Xion 500).

11.4. Sistemes de cultiu a petita escala.

11.4.1. Cel-lules animals.

Sistemes estatics.

Els flascons de cultiu de poliestiré que s’utilitzen ja s’adquireixen esterils (Nunc, T-flask
136196 i 178891). S’empren dos models diferents: els de 25 cm? per cultivar volums de fins a
10 ml i els de 75 cm? per a volums de fins a 50 ml de medi. La preséncia d’un filtre de 0.22 um
de diametre de porus en el tap dels flascons facilita I'intercanvi de gasos amb I'exterior i
permet el control del pH mitjangant I'intercanvi de gasos amb I'atmosfera controlada de CO, de

I'incubador .

En aquests flascons s’han utilitzat basicament per mantenir les ressembres de la linia

cel-lular, a partir de qué es preparen els indculs per als diferents experiments.

Sistemes agitats.

Els flascons de cultiu agitats (Techne, Spinner flasks) sén uns recipients de vidre
destinats al cultiu cel-lular que asseguren una constant agitacié del medi, mitjangant la
preséncia en el seu interior d’'una vareta, també de vidre, unida a la base del tap i amb un

imant inclos a la punta. Al col-locar-los sobre una placa d’agitaci6 magnética de velocitat
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regulable (Techne, MCS-104S, amb capacitat per a 4 flascons), el péndol proporciona una
agitacié suau en sentit circular del medi de cultiu que assegura una homogeneitzacioé constant
de la suspensid cellular, generant un esfor¢ tallant minim per a les cél-lules. L’agitacio
emprada en tots els experiments és de 50-70 rpm. Els flascons també disposen a la seva part
superior de dues obertures laterals destinades a la presa de mostres i l'intercanvi de gasos a

través d’un filtre.

Els flascons que s'utilitzen per fer créixer cultius tenen uns volums de 125 ml (ref. F-
7987), 250 ml (ref. F-7690) o 500 ml (ref. F-7609) de medi. A mesura que s’augmenta el volum
de cultiu, disminueix al capacitat de transferéncia d’oxigen, que pot afectar al creixement

cel-lular.

La placa d’agitaci6 esta pensada per poder ser introduida a linterior del incubador
mantenint-se les condicions de cultiu a 37 °C, en una atmosfera saturada d’humitat (95%) per
evitar I'evaporacié del medi, i a un 5% de CO, per controlar el pH en medis amb tampd

bicarbonat.

11.5. Cultiu en bioreactor.

Al llarg del treball s'utilitzen dos models diferents de bioreactors, segons el tipus de
treball segons l'organisme a cultivar, i I'estratégia de monitoratge i control que es vulgui
aplicar. Aquests reactors son el Biostat MCD i el Biostat Bplus ambdds de Sartorius BBI

Systems.

De forma general espot dir que el Biostat MCD (Figura 11-5) és un bioreactor més
especific i configurat per a processos de cultiu cel-lular, mentre que el Biostat Bplus, esta més
pensat per a cultius de llevats i bacteris, tot i que qualsevol dels dos reactors pot ésser adaptat
per ser emprat en qualsevol dels cultius. A més, una de les principals diferéncies és el
programari de monitoratge i de control relacionat en cada un d’ells. El Biostat MCD duu
implementat un programari especific desenvolupat préviament per investigadors del mateix
grup de recerca per a cultius cel-lulars (Casablancas-2001; Gamez-2000), mentre que el
Biostat Bplus duu incorporat el programari de gesti6 MCFS (programari estandard

desenvolupat pel mateix fabricant).
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11.5.1. Bioreactor Biostat MCD.

El bioreactor Biostat MCD esta conformat per tres blocs diferenciats, la unitat de mescla
de gasos, la unitat de mesura i control (Digital Control Unit, DCU-17) i la unitat de serveis

(sistemes de bombeig, de refrigeracié-calefaccio, etc.).

Figura 11-5: Imatge del Bioreactor MCD de Sartorius BBl Systems amb les quatre principals
parts que el conformen. De dalt a baix: Estaci6 mescla de gasos, Digital Unit Control,
elements de bombeig i calefaccio-refrigeracié. Finalment a la dreta la cuba de fermentacio.

La unitat de mesura i control digital (DCU) ofereix totes les funcions necessaries per a
'automatitzacié del sistema, pel que fa a les variables basiques: temperatura, pH i oxigen
dissolt (pO,). Aquestes funcions sén I'adquisicié de dades, calibratge dels sensors i gestio dels
anells de control. A més a més, la DCU pot ser integrada en un sistema d’automatitzacio
jerarquic via port série RS-422-A, per aixi poder modificar o consignar amb un ordinador de
gestio els parametres de control del procés, com es fa en aquest treball. La DCU esta basada
en el microprocessador de 16 bits 68010 (Motorola) i el software treballa en el sistema operatiu

industrial OS-9 (Microware).

L’ estacié de mescla de gasos, esta dotada de diferents electrovalvules, cabalimetres
massics i d’'una cambra de mescla que permeten realitzar mescles precises dels diferents
gasos, que es barregen de forma diferent per controlar el pH i el pO.,. L’estacié de mescla de

gasos disposa d’entrades per aire, nitrogen, CO,, i d’'un gas auxiliar, normalment I'oxigen, i
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permet actuar sobre cadascun dels gasos independentment, tant manual com

automaticament.

A continuacié, es descriuen breument els anells de control, continguts en la DCU, de

les variables més importants del procés:

Control de temperatura: La temperatura es controla mitjangant un control en cascada

amb un master-controlador per a la temperatura del recipient de cultiu (controlador TEMP) i un
servo-controlador per a la temperatura de la camisa de termostatitzacid del recipient
(controlador JTEMP).

Control _d’agitacié: La velocitat d’agitacido es regula a través d'un control de motor

extern. La funcié control de la velocitat d’agitacié del sistema de la DCU treballa com un
controlador de consigna. En el bioreactor la mescla s’efectua per un agitador amb tres discos
de 2 grans pales d’hélix marina inclinades a 45° i situades equidistants sobre I'eix (hi ha

diferents agitadors que poden ser bescanviats).
Control de pH: En I’ estacié de mescla de gasos disponible, el control de pH per I'agent
corrector acid es fa amb el gas CO, (i no amb la bomba d’acid). La bomba correctora d’alcali i

la valvula poden ser controlats simultaniament.

Control d’oxigen dissolt (DCU-17): Controlador pO, Gas-Mix: Aquesta funcié de control

fa funcionar directament les valvules d’aire i nitrogen mitjancant dues sortides pwm en
operacié de rang dividit. El mddul de control sintonitzat per a la membrana tubular de silicona

és un P amb banda morta i els parametres del controlador son: DEADB = 0.5% i XP = 4%.

Control de nivell: L'augment/disminucié de nivell en el recipient de cultiu es preveu amb

la funcié control d’escuma (FOAM. Quan el liquid entra en contacte amb el sensor de nivell es
tanca el circuit i envia un senyal digital a la funcié control FOAM. Aleshores, durant un temps
fixat per l'usuari, la bomba d’extracci6 de medi s’acciona. El controlador funciona com un

On/Off amb temporitzacio.

La gestié dels instruments i equips per a realitzar el monitoratge i control d’'un procés
necessita d’un sistema de comunicacio entre I'ordinador gestor, la DCU, i la resta dels equips i
sensors periferics (qQue envien un senyal de tipus eléctric proporcional al valor de la variable

que es mesura).
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Per a la transmissio de dades entre dos equips de control es poden emprar diferents
tipus de senyals, classificables en dos grans grups: la transmissié analdgica (senyal és
totalment continu) i la digital (envia dades discontinuament). En aquest treball s'utilitza el
protocol de comunicacidé RS-422-A per a les transmissions de dades des de la DCU a
I'ordinador i un targeta d’adquisicié de dades (Advantech PCL-812-PG) per convertir el

senyal analogic a digital i el digital a analogic.

Per suportar les connexions entre la targeta d’Advantech PCL-812-PG i els diferents
aparells que s’han de controlar i obtenir dades (electrovalvules, bombes i sensors) s'utilitza
una caixa de comunicacions. La caixa de comunicacions disposa de 8 entrades TTL i 8 relés
(per commutar les electrovalvules) cadascun d’ells controlats per una linia TTL de la targeta
d’Advantech PCL-812-PG i esta connectat a la font d’alimentacié Ffreak M10-330A-03 per

donar la poténcia necessaria (6 W per a cada electrovalvula).

LabWindows/CVI (National Instruments) és un entorn de desenvolupament de software
en llenguatge de programacioé C. La versio utilitzada en aquest treball és LabWindows/CVI

3.0.1. Aquest es pot utilitzar per a les segients tasques:

A l'entorn de desenvolupament LabWindows/CVI es pot editar, compilar, executar i
depurar programes en llenguatge ANSI C. En aquest entorn, s'utilitzen les funcions de les
biblioteques de funcions de LabWindows/CVI per escriure el programa desitjat. A més, cada
funcié té una interficie anomenada function panel on es pot executar la funcié i generar codi
per cridar-la. A més a més, quan es desenvolupen programes no hi ha problemes per utilitzar
moduls objecte compilats en C, biblioteques d’execucio dinamica (DLLs), biblioteques de C, i
programes de control de la instrumentacié (drivers) conjuntament amb els fitxers font de ANSI
C.

La forca de LabWindows/CVI radica en les seves biblioteques. Les biblioteques tenen
funcions per desenvolupar totes les fases del sistema d’adquisicido de dades i control de la
instrumentacié. A més a més, dins de I'entorn de desenvolupament de LabWindows/CVI es pot

accedir a una completa biblioteca d’estandard ANSI C.
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11.5.2. Bioreactor Biostat Bplus.

El Biostat B plus de Sartorius BBl Systems, és un equip més orientat al cultiu de
bacteris i de llevats, tot i que es pot adaptar la seva configuracio pel cultiu cel-lular. Com es pot
observar en la Figura 11-6, i a diferéncia del Biostat MCD es tracta d’'un equip amb una

configuracié més senzilla i on la DCU esta integrada amb la resta d’estacions.

Figura 11-6: Imatge del bioreactor Biostat B plus, on es mostra la DCU integrada en un sol
bloc, amb una pantalla tactil per la consignacio (a la dreta) i la cuba de fermentacié amb el
motor d’agitacio (a I'esquerra).

Aquest model incorpora una pantalla tactil que permet consignar i parametritzar els
valors dels controladors i les consignes del cultiu, aixi com programar algunes receptes
senzilles de protocols de calcul o d’actuacio, i mostrar graficament I'evolucié de les variables

mesurades per les sondes.

Una altra diferéncia és que només disposa de dos canals independents de gasos

d’entrada, i un sol de sortida, limitant molt I's de gasos per a la regulacié de diferents
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variables com pO, o pH (degut a que esta orientat al cultiu de bacteris i llevats), amb els seus

cabalimetres massics.

La Unitat de Control Digital disposa de 4 bombes peristaltiques de velocitat fixa i no
reversible (Matson Warlow). S’utilitzen com agents actuadors en els anells de control d’escuma
i pH de la DCU. Inicialment estan assignades al control de pH (una bomba per I'acid i una per
la base), al control d’escumes (antifoam) i al control de nivell (level), no obstant es possible

canviar la seva configuracié i us, i emprar-se com actuadors de control d’addicié de substrats.

Els anells de control que utilitza s6n molt similars als que utilitza el MCD, descrits en

'apartats anteriors del mateix capitol.

El Biostat B plus incorpora la comunicacio directe amb un ordinador que permet una
certa programacio de protocols de gestio i 'emmagatzament de les dades recollides, a traves
d’'un programari anomenat MCFS. No obstant, és un programari que encara no ha estat del tot
desenvolupat i presenta certes limitacions, com la programacio de llagos consecutius. Aixi es

pot operar directament per pantalla de la DCU o a través d’un ordinador gestor.

El fermentador Biostat B plus, s’adquireix amb el PC de gestid6 que incorpora el
programari de gestié del mateix proveidor, el MCFS/win. La connexié es realitza via RS-232,
que es connecta des del port série del PC (COM1,COM2...) al Host Port de la DCU. El
programari s’executa des del mateix entorn windows. EIl MCFS/win es defineix com un paquet
de programari de Control de supervisid i adquisici6 de dades aplicat a processos de
fermentacio que és validable per la FDA (Food and Drug agency) com a un sistema tancat de

registre de dades gestionat per firmes electroniques.

El MDFS/win es pot utilitzar de tres maneres diferents: Gnicament com a adquisicié de
dades de la DCU, que comporta que les consignes d’operacié s’han d’introduir a través de la
pantalla tactil. La segona forma és emprar no tan sols com a registre de dades siné que
s’utilitza per a la consignacié i actuacioé dels controls de la DCU a nivell remot. | per ultim es
poden configurar protocols d’actuacions per a la realitzacié d’estratégies de cultiu que poden
estar supeditades a la informacié que s’adquireix de la DCU. Aixd permet via I'analisi de
variables cicliques, que es pugui procedir a una actuacié quan es compleixi una condicio en el

cultiu prefixada (per exemple, que es comenci I'addicié d’'un substrat).
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11.5.3. Equipaments dels bioreactors.

Cuba de fermentacio.

El recipient de cultiu és de vidre (borosilicat) amb una relacié algcada/diametre de 2:1. El
volum maxim de treball és de 2 litres, amb un volum total de 2,5 litres. Les juntes toriques
estan fabricades en elastomer etilénic-propilénic (EPDM) i totes les parts en contacte amb el

medi en acer inoxidable, incloent la tapa superior.

La tapa de la cuba presenta una distribucié diferent per cadascun dels bioreactors, perd
son semblants pel que fa a la construcciéd mecanitzada. Les dues disposen de entrades de 19
mm de diametre i entrades de 6 mm. En ella es poden instal-lar la presa de mostra manual, el
sistema de bombolleig, el condensador de la sortida de gasos, els diferents sensors, boques

injectores, entrada i sortida de gasos, etc.

Sondes basiques.

El sensor de nivell esta basat en el principi de conductivitat, quan el liquid entra en

contacte amb el sensor de nivell es tanca el circuit i envia un senyal digital a la funcié control

FOAM. Es un sensor que no necessita manteniment.

La sonda de pH correspon a un eléctrode de vidre i un eléctrode de referéncia Ag/AgCl
(405-DPAS-SC-K8S/200, Mettler Toledo) esterilitzable. El seu rang de mesura oscil-la entre un
pH de 2 i un maxim de 12. La superficie de mesura és una petita membrana lateral, que s’ha
de mantenir sempre humida, ja sigui en el fermentador, o en el electrolit corresponent. Aquesta
sonda té un temps de vida limitat, i després d’unes esterilitzacions (entre 10 i 20), s’ha de

canviar.

La sonda de temperatura té la referéencia PT-100 (Sartorius BBl Systems), i el seu

aspecte és d’una canula massissa de metall. Es estabilitzable i no precisa de manteniment.
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Figura 11-7: Fotografia de les sondes basiques associades a tots els bioreactors, de dalt a
baix: Els dos primers corresponen als sensors de nivell (un per evitar acumulacié d’escumes
o medi, i l'altre per marcar el nivell minim de medi), sonda de pH, sonda de temperatura i
sonda d’oxigen dissolt.

La sonda de pO, és un eléctrode d’oxigen polarografic (32-591-3002, Ingold)

esterilitzable. La membrana per on s’efectua la mesura esta situada en I'extrem inferior del cos
de la sonda. Consisteix en una membrana permeable a gasos, de manera que l'electrolit esta
retingut per la mateixa membrana mantenint en tot moment I'eléctrode submergit. S’ha d’evitar
de que la membrana es faci malbé o es ratlli. EI seu manteniment consisteix en canviar
Ielectrolit periddicament, i el caputxdé de la membrana quan aquest s’observi danyat o la

mesura no sigui habitual.

Sistemes d’aeracio.

Es disposa de tres sistemes per aportar oxigen en el medi de cultiu que es mostren en
la Figura 11-8. Cada un dels sistemes ofereix una velocitat de transferéncia d’oxigen al medi
diferent, perd també aporta esfor¢ tallat de manera proporcional a la capacitat de transferir

oxigen.
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Figura 11-8: Diferents sistemes d’aeracié disponibles en els bioreactors de Sartorius BBI
Systems. D’esquerra a dreta es mostren el difusor d’anell perforat, la membrana tubular de
silicona i el microdifusor

e Difusor d’anell perforat: Barra d’acer inoxidable amb un anell en forma d’O al seu extrem

final amb 14 orificis distribuits uniformement de 0.5 mm de diametre que produeix

bombolles grans. Esta situat 15 mm sota 'agitador.

e Membrana tubular de silicona: L’oxigenacié per membrana tubular de silicona consta d’'un

cistell d’acer inoxidable envoltat per 6.3 m de tub de silicona de 3 mm de diametre i paret
interna de 0.35 mm de gruix que no produeix bombolles en el medi de cultiu donat que
'oxigen es transporta per difusié cap al liquid del bioreactor. Esta instal-lat al voltant de

I'agitador i necessita una pressio de 0.5 bars a la sortida per facilitar la difusio a través seu.

e Microdifusor: Barra d’acer inoxidable amb un cilindre d’acer sinteritzat a I'extrem amb
nombrosos porus amb diametres en el rang de 10 a 20 um. Aquest s'utilitza per produir

microbombolles i esta situat 10 mm sota I'agitador.

El KLa o coeficient global de transferéncia d’oxigen depén de molts parametres com les
propietats reoldgiques del medi de cultiu, del tipus i la velocitat d’agitacio, com de la preséncia
de deflectors entre d’altres. La peculiaritat dels diferents sistemes d’aeracié és la preséncia o
no de bombolles i la seva mida. La mida de la bombolla aporta més superficie de bescanvi
d'oxigen entre fases, essent més efectiu com més petita és la bombolla, perd oferint al mateix
temps més esforg tallant que pot afectar al cultiu. Si s’ordena de més a menys capacitat de

transmissiéo d'oxigen els diferents sistemes s’obté aquesta série: microdifusor, difusor i
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membrana de silicona. Si es realitzés la ordenacié segons 'esforg tallant que es genera 'ordre

es manté.

Pels cultius cel-lulars s'utilitza preferiblement la membrana d’aeracié en els estadis
inicials del cultiu on la demanda d’oxigen és menor. A mesura que augmenta el consum es
canvia a usar el difusor o el microdifusor, que milloren la transferéncia d’oxigen pero
augmenten també I'esforg tallant. Per altra banda, el els cultius de bacteris i llevats, s'utilitza
els difusors directament, ja que son cél-lules més resistents. Després de cada experiment o
cultiu els difusors son netejats a fons utilitzant detergent sense fosfats i aigua de qualitat Milli
Q.

Modul de microfiltracié CellFlo.

El modul de microfiltracié (Microgon CellFlo C22 M011 01N) esta dissenyat per separar
la fase solida de la fase liquida d’'un cultiu (Figura 8.4). Aquests moduls utilitzen un feix de
fibres buides de gran diametre de porus per minimitzar I'obturament degut a I'aglomeracié

cel-lular. Els moduls CellFlo poden ser esterilitzats a I'autoclau, a 121 °C durant 30 minuts.

Figura 11-9: Modul de microfiltracié tangencial de fibres buides
CellFlo, utilitzat en els cultius cel-lulars en perfusio.

El modul esta dotat de connexions axials de 6 mm (tipus hose barb), connexions
rapides laterals (tipus Female Luer Lock). Dotat de fibres de 1 mm de diametre intern i un

diametre de porus de 0,2 ym.

- 370 -



Materials i metodes.

Aquest tipus de mdduls de microfiltracié tangencial s'utilitzen pels cultius en perfusié en
els sistemes de cultiu cel-lular, permetent extreure el medi de cultiu exhaurit que travessa les
fibres, mentre que les cél-lules circulen per I'interior de les fibres buides i sén retornades al

bioreactor.

Sonda Aquasant AF44CS/R.

Aquest element permet tenir una lectura de la terbolesa del medi de cultiu on

s’'implementa. El sensor disposa de fibres Optiques que mesuren la llum refractada a la banda

de l'infraroig (940 nm).

Figura 11-10: Sonda Aquasant AF44 CS/R amb pega adaptadora a la tapa del Biostat MCD

El sensor esta fabricat en acer inoxidable i les seves dimensions sén de 19 mm de
diametre i 200 mm de llargada i duu una rosca de 22 mm que encaixa en el corresponent port
mecanitzat de la tapa del reactor (Figura 11-10). Es esterilitzable a I'autoclau, podent treballar

a maxims de temperatura i pressio de 120 °C i 3 bars respectivament.

S’ha de tenir especial cura amb la seva manipulacid, sobretot evitar que el vidre optic

del sensor rebi cap cop ni sigui ratllat, ja que la sonda quedaria inutilitzada.

La sonda ha d’anar connectada a un detector-transmissor (turbidimetre Aquasant
AS82) de tractament de senyal que posteriorment és comunica amb el PC de control i
monitoratge. El turbidimetre Aquasant AS82 és un transmissor que mostra la resposta de la
sonda Aquasant AF 44 CS/R. Aquest transmissor disposa d’elements per poder compensar el

senyal 0-20 segons (Integration time), aixi com I'ajust del senyal a zero (Compensation), degut
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per exemple al soroll causat per les bombolles d’'aire, afinar la sensibilitat del senyal, o bé
canviar el guany augmentant o disminuint el rang de mesura (30/10/3/1). La sortida del senyal,

que en la pantalla té un rang de 0-100 %, correspon a 4-20 mA.

Unitats de bombeig.

Independentment de les unitats de bombeig incorporades als reactors (bombes
peristaltiques de velocitat fixe i no reversible), al llarg del treball s'utilitzen diversos tipus de
bombes. Totes les bombes poden ser utilitzades per bombejar en condicions estérils quan
s’utilitza tub esterilitzable. A continuacié, es descriuen breument algunes de les seves

caracteristiques:

Bomba Braun FE-211: Bomba de membrana dosificadora (bomba de desplagcament

positiu), de velocitat variable i no reversible que disposa de diferents capcals esterilitzables en
acer inoxidable. Aquests poden ser de dos tipus: F0.1 (rang de cabals 0.1-9.9 ml/min, error de
dosificacio inferior + 5%) i F1 (rang de cabals 1-99 ml/min, error de dosificacio inferior + 2%).
La bomba es connecta a la DCU del fermentador MCD per obtenir un control remot sobre ella.

També pot operar manualment.

Bomba Ismatec REGLO-Analogue MS-4/8-100: Bomba peristaltica de 4 canals de

velocitat variable i reversible, que permet treballar en un ampli rang de baixos cabals,

depenent del diametre intern del tub-capcgal (rang de velocitat del motor: 2-100 rpm). Pot
operar manualment, o bé, remotament a través d’'una interficie analdgica de 0-5 V, 0-10 V, 0O-
20 mA 0 4-20 mA.

Bomba Masterflex 1/S 7521-45: La bomba peristaltica Masterflex (Cole Palmer) de

velocitat variable i reversible permet operar amb 4 capcals diferents que cobreixen un ampli

rang de cabals. El rang de velocitat del motor va des de 6 fins a 600 rpm. S’ha treballat amb el
capcal Easy-Load 7518-00 (Cole Palmer). El control remot de la velocitat és de 4-20 mA i el de
'aturada és de 5-20 V o bé 4-20 mA.
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12.1. Informaci6 del gen VP2.

12.1.1. Seqiiencia del gen dela VP2.

Sequiencia del gen VP2 amb els extrems amb dianes Bcl |

.

TTCGTGATCACGATGACAAACCTGTCAGATCAAACCCAGCAGATTGTTCCGTTCAT
ACGGAGCCTTCTGATGCCAACAACCGGACCGGCGTCCATTCCGGACGACACCCTGGAGA
AGCACACTCTCAGGTCAGAGACCTCGACCTACAATTTGACTGTGGGGGACACAGGGTCAG
GGCTAATTGTCTTTTTCCCTGGATTCCCTGGCTCAATTGTGGGTGCTCACTACACACTGCA
GGGCAATGGGAACTACAACTTCGATCAGATGCTCCTGACTGCCCAGAACCTACCGGCCAG
TTACAACTACTGCAGGCTAGTGAGTCGGAGTCTCACAGTGAGGTCAAGCACACTTCCTCC
TGGCGTTTATGCACTAAACGGCACCATAAACGCCGTGACCTTCCAAGGAAGCCTGAGTGA
ACTGACAGATGTTAGCTACAATGGGTTGATGTCTGCAACAGCCAACATCAACGACAAAATT
GGGAACGTCCTAGTAGGGGAAGGGGTCACCGTCCTCAGCTTACCCACATCATATGATCTT
GGGTATGTGAGGCTTGGTGACCCCATTCCCGCAATAGGGCTTGACCCAAAAATGGTAGCC
ACATGTGACAGCAGTGACAGGCCCAGAGTCTACACCATAACTGCAGCCGATGATTACCAA
TTCTCATCACAGTACCAACCAGGTGGGGTAACAATCACACTGTTCTCAGCCAACATTGATG
CCATCACAAGCCTCAGCGTTGGGGGAGAGCTCGTGTTTCGAACAAGCGTCCACGGCCTT
GTACTGGGCGCCACCATCTACCTCATAGGCTTTGATGGGACAACGGTAATCACCAGGGCT
GTGGCCGCAAACAATGGGCTGACGACCGGCACCGACAACCTTATGCCATTCAATCTTGTG
ATTCCAACAAACGAGATAACCCAGCCAATCACATCCATCAAACTGGAGATAGTGACCTCCA
AAAGTGGTGGTCAGGCAGGGGATCAGATGTCATGGTCGGCAAGAGGGAGCCTAGCAGTG
ACGATCCATGGTGGCAACTATCCAGGGGCCCTCCGTCCCGTCACGCTAGTGGCCTACGA
AAGAGTGGCAACAGGATCCGTCGTTACGGTCGCTGGGGTGAGCAACTTCGAGCTGATCC
CAAATCCTGAACTAGCAAAGAACCTGGTTACAGAATACGGCCGATTTGACCCAGGAGCCA
TGAACTACACAAAATTGATACTGAGTGAGAGGGACCGTCTTGGCATCAAGACCGTCTGGC
CAACAAGGGAGTACACTGACTTTCGTGAATACTTCATGGAGGTGGCCGACCTCAACTCTC
CCCTGAAGATTGCAGGAGCATTCGGCTTCAAAGACATAATCCGGGCCATAAGGAGGATAG
CTGTGIGATCAGTCTC

f

- 387 -



Analisi d'alternatives per a un bioprocés de produccié d’'una vacuna animal

12.1.2. Dianes de restriccio en el gen VP2,

Dianes de restriccié del gen VP2. Nombre de dianes (ordre alfabétic)

Aatll 0 BsaHI 2 Csp6l 3 Miu113lI 0 Sbfl
Acc65l 0 Bsal 1 CviAll 5 Miul 0 Scal
Accl 1 BsaJl 9 Cvidl 34 Miyl 3 Scil
Acell 0 BsaWlI 2 CviRlI 6 Mmel 2 ScrFl
Acelll 1 BscAl 4 Ddel 6 Mnll 14 Sell
Acil 2 BseMIl 6 Dpnl 9 Mscl 1 SexAl
Acll 0 BseRlI 0 Dral 0 Msel 0 SfaNI
Afel 0 BseSI 1 Dralll 0 Msll 2 Sfcl
Aflll 0 Bsgl 0 Drdl 1 MspA1l 0 Sfil
Afllll 1 BsiEl 3 Eael 5 Mwol 2 Sfol
Agel 0 BsiHKAI 2 Eagl 1 Nael 0 Sgfl
Ahdl 1 BsiwI 0 Earl 0 Narl 1 SgrAl
Alul 5 Bsll 7 Ecil 0 Ncil 1 Siml
Alwl 5 BsmAl 3 Ecl136l1 1 Ncol 1 Smal
AlwNI 0 BsmBI 0 Eco57I 1 Ndel 1 Smill
ApaBI 0 BsmFI 4 EcoHI 1 NgoMIV 0 SnaBl
Apal 1 Bsml 1 EcoNI 0 Nhel 0 Spel
Apall 0 Bsp1286l 3 EcoO109I 2 Nlalll 5 Sphl
Apol 0 Bsp24l 1 EcoRlI 0 NlalV 10 Srfl
Ascl 0 BspEl 1 EcoRV 0 NIi38771 0 Sse232l
Asel 0 BspHI 0 Faul 1 Notl 0 Sse8647I
Aval 0 BspKT6I 9 Fmul 6 Nrul 0 SspD5I
Avall 2 BspMI 0 Fnu4HI 2 Nsil 0 Sspl
Avrll 0 BsrBlI 0 Fokl 1 Nspl 1 Sth132I
Bael 0 BsrDI 1 Fsel 0 Pacl 0 Stsl
BamHI 1 BsrFI 3 Fspl 0 Pcil 1 Stul
Banl 3 BsrGl 0 Gdill 4 PfIMI 0 Styl
Banll 2 Bsrl 3 Hael 2 Plel 3 Swal
Bbel 1 BssHII 0 Haell 1 Pmel 0 Tail
BssKI
Bbr71 0 1 0 Haelll 10 Pmll 0 Taql
Bbsl 0 BssSI 1 Hgal 2 Ppu10I 0 Taqll
BbvCl 2 Bst4Cl 9 Hhal 1 PpuMI 0 Tatl
Bbvl 1 BstAPI 0 Hincll 0 PshAl 1 Tl
Bce83l 0 BstBI 1 Hindlll 0 Psil 0 Tsel
Bceefl 4 BstDSI 2 Hinfl 5 PspGl 9 Tsp45l
Bcgl 0 BstEll 2 HinP1l 1 PspOMI 1 Tsp509I
BciVvi 0 BstF5I 1 Hpal 0 Pssl 2 TspRI
Bcll 2 BstNI 9 Hpall 6 Pstl 3 Tth111I
Bfal 5 BstUI 0 Hphl 4 Pvul 0 Tth1111I
Bfil 1 BstXI 3 Hpy178llI 7 Pvull 0 Unbl

o

- O N O =~ W O d O OO OO OO O U OO ~ O W H»NMNO -~ O O o
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BfrBlI 0 BstYI 1 Hpy188lI 6 RleAl 3 VpaK11Al 2
Bgll 0 BstZ171 0 Kasl 1 Rsal 3 Xbal 0
Bglll 0 Bsu36l 0 Kpnl 0 Rsrll 1 Xeml 0
Blpl 0 Btrl 0 Lpnl 1 Sacl 1 Xhol 0
Bpll 0 Cacsl 1 Maell 1 Sacll 0 Xmal 0
Bpml 2 Chal 9 Maelll 12 Sall 0 Xmnl 0
Bpu10l 2 Ciel 5 Mbol 9 SanDlI 0
BsaAl 0 CjePI 4 Mboll 1 Sapl 0
BsaBI 0 Clal 0 Mfel 1 Sau9el 6

12.1.3. Mapa de restriccio del gen VP2.

A continuacié es presenta el mapa de restriccid de les principals dianes que s’han

hagut de tenir en compte durant el treball.

Sac 1(750)
Bst XI (838)
Bst XI (940)
No 1(1024)
| Em 01091 (1044)
\ “\Dra 11 (1044)
| [Eco 01091 (1045)
| \“Dra 11 (1045)
Bst XI (680) “ i{Apa 1 (1048)
Pst 1(311) Pt 1(643) | [ Bam HI(09D)

Bd 1(6) Pst 1(237) Acc 1(627) I g“ Eag 1(1174) Bd 1(1382)
\ \ - / /

VP2
1% tp
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12.2. Informes de avaluacio economica.

A continuacié es recullen els informes econdmics que es generen durant les

simulacions amb el programari SuperPro designer, on es poden trobar des del llistat d’equips

que intervenen en cada bioprocés i els seus respectius preus (actualitzats al 2007), el cost

dels operaris, la llista de matéries primeres i material fungible, els calculs del cost d’operacié,

aixi com I'analisi de rendibilitat del bioprocés.

12.2.1. IBDV-Cel-lules Vero.

1.- EXECUTIVE SUMMARY (2007 prices).

Total Capital Investment

Capital Investment Charged to This Project

Operating Cost
Production Rate

Linit Production Cost
Total Reverues
Gross Margin

Returm On Investment
Payback Time

IRR [After Taxes)
NPV (at 7.0% Interest)

15,090,000 &
15,090,000 €
4,908,000 €fyr
28,081.20 kg MPHT
174.75 &kg MP
6,040,000 €fyr
18.72 %
5.24 %
19.07 years
8.92 %
1,768,000 €
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2.- MAJOR EQUIPMENT SPECIFICATION AND FOB COST (2007 prices).

Quantity/

Standby/ Name Description Unit Cost (€) Cost (€)

Staggered

1/0/0 V-101 Fermentar 413,000 413,000
Viessel Volume = SB3.82 L

1/0/0 DE-101 Dead-End Filter 16,000 16,000
Filter Area = 2. 33 m2

1/0/70 MX-101 Mixer 1,000 1,000
Size/Capacity = 4655.22 kgh

14070 V-103 Blending Tank 118,000 118,000
Viessel Volume =777 78 L

1/0/0 Ds-101 Disk-Stack Centrifuges 85,000 85,000
Sigma Factor = 18880,98 m2

1/0/0 RER-101 Roller Bottle Rack 100,000 100,000
Container Valume = 2.20 L

11070 AF-101 Air Filter 5,000 5,000
Rated Throughput = 112340.18 Lh

1/0/0 AF-102 Air Filter 5,000 5,000
Rated Throughput = 66051552 Lh

11070 G-101 Centrifugal Compressor 50,000 20,000
Power = 56211 KW

14070 V=107 Blending Tank 122 000 122,000
Vessel Volume = 987 85 L

1/0/70 DE-102 Cead-End Filter 16,000 16,000
Filter Area = 0.36 m2

1/0/0 AF-103 Air Filter 5,000 5,000
Rated Throughput = 3274.53 Lh

11070 G-102 Centrifugal Compressor 47 000 47,000
Power = 1.64 kW

1/0/70 AF-104 Air Filter 5,000 5,000
Rated Throughput = 50.00 Lh

1/0/0 V-102 Seed Fermentor 100,000 100,000
Vessel Volume = 1001 L

1/0/0 V-104 Fermentar 17,000 37,000
Vessel Volume = 103.24 L

14070 AF-105 Air Filter 5,000 3,000
Rated Throughput = 13094.96 Lfh

1/0/0 G-104 Centrifugal Compressar 47,000 47 000
Power = 6.55 kKW

1/0/70 AF-106 Air Filter 5,000 3,000
Rated Throughput = 50.00 Lh

1/0/0 V-105 Sead Fermentor 100,000 100,000
Vessel Volume =9.79 L

1/0/0 V-106 Fermentor 317,000 317,000
Viessel Volume = 10321 L

11040 RBR-102 Raoller Bottle Rack 5,000 5,000
Container Volume = 220 L

11070 BC-101 Baowl Centrifuge 71,000 71,000
Sigma Factor = 456 48 m2
Unlisted Equipment 346,000

TOTAL 2,308,000
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3.- FIXED CAPITAL ESTIMATE SUMMARY (2007 prices in €).

3A. Total Plant Direct Cost (TPDC) (physical cost)

1. Equipment Purchase Cost
2 Installation

3. Process Piping

4 Instrumentation

5. Insulation

6. Electrical

7. Buildings

8. Yard Improvement

9. Auxiany Facilibes

TPDG

3B. Total Plant Indirect Cost (TPIC)
10. Engineering

11. Construction

TPIC

3C. Total Plant Cost (TPC = TPDC+TPIC)

TPC

3D. Contractor's Fee & Contingency (CFC)

12. Contractor's Fee
13. Contingency
CFC=12+13

3E. Direct Fixed Capital Cost (DFC = TPC+CFC)

DFC

4.- LABOR COST - PROCESS SUMMARY.

Labor Type

Operator
TQTAL

Unit Cost  Annual Amount

(€/h)
55.20

(h)
26,558
26,558

2,308,000
944,000
808 000
923,000

65,000
231,000

1,038,000
346,000
923,000

7.582 000

1,898 000
2,657,000
4,555,000

12,147,000

607,000
1,215,000
1,822,000

13,970,000

Annual Cost
%

(€)
1,465 878 100.00
1,455 979 100.00
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5.- RAW MATERIALS COST - PROCESS SUMMARY.

Unit Cost  Annual Amount

Bulk Raw Material

6.- VARIOUS CONSUMABLES COST (2007 prices) - PROCESS SUMMARY.

7.- ANNUAL OPERATING COST (2007 prices) - PROCESS SUMMARY.

(€/kg)
Cytodex3 2 500000
FBS 190.000
GMEM 2.000
Air 0.080
Formal 0.500
Solucid hipotdn 0.360
TOTAL
Units Cost
Consumable
(€)
Dt DEF Cartridge 800000
2.2 L Roller Bottle 4 800
TOTAL
Cost ltem
Faw Matenals
Labor-Dependent
Facility-Dependeant
Laboratory/QCHQA
Consumables
Waste TreatmentDisposal
Litilities

Advertising/Selling
Running Royalties
Failed Product Disposal
TOTAL

Annual Cost

(ka) (€)
116 291,060
3,210 G0, 834
28,230 55, 451
104 585 B 367
2,583 1,556
BET 312
139,602 967, 590

Annual Annual Cost
Amount (€)
L35 e 2 800

65 e 37
53.117

968,000
1,466,000
2,198,000
220,000
53,000

4 000

4 903 000

20.08
63.03
5.84
0.86
0.18
0.03
100.00

99.40

060
100.00

19.71
20 BB
4479

4.48
1.08
(.00
0.08
0.00
0.00
0.00
100.00
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8.- PROFITABILITY ANALYSIS (2007 prices).

Direct Fixed Capital

Warking Capital

Startup Cost

Up-Front R&D

Up-Front Royalties

Total Investment (A+B+C+D+E)
Irvestment Charged to This Project

Mmoo m>

;:|:

Revenue Stream Flowrates
Taotal flow in 5-121

Production Unit Cost
11

J Selling / Processing Price
Total fiow in S-121

K. Revenues
511

L. Annual Operating Cost
AL

Gross Profit (K-L)
Taxes (30%)
Net Profit (M-N)

o= =

Gross Margin
Return On Investment
Fayback Time

12.2.2. Baculovirus-Sfo.

1.- EXECUTIVE SUMMARY (2007 prices).

Total Capital Investment
Capital Investment Charged to This Project
Operating Cost
Production Rate

Unit Production Cost
Tolal Reverues

Gross Margin

Return On Investment
Payback Time

IRR [After Taxes)

NPV (at 7.0% Interest)

LA

MF = Flow of

Component vp2 in Stream 5-123

13,970,000 €
222,000 €
698,000 €
200,000 €

D&

15,080,000 €

15,000,000 €

28,091 kolyr

174.75 €kg

21500 €kg

,040,000 €y

4,509,000 &fyr

1,131,000 €yr
335,000 €y
791,000 €fyr

18.72 %
524 %
19.07 years

11,154,000 €
11,154,000 €
4,247,000 €lyr
1.49 kg MPHyr
2,842,099.42 €kg MP
6,001,000 €fHyr
28923 %
11.01 %
8.08 years
2430 %
1,375,000 €
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2.- MAJOR EQUIPMENT SPECIFICATION AND FOB COST (2007 prices).

Quantity/

Standby/ Mame Description Unit Cost (E) Cost (€)

Staggered

1/0/0 V-102 Blending Tank 121,000 121,000
Vessel Valume = 922 23 L

11070 DE-101 Dead-End Filter 16,000 16 000
Filter Area = 3.31 m2

11070 W-101 Fermentar 426, 000 426,000
Vessal Volume = 129896 L

11070 AF-102 Air Filter 2,000 2,000
Rated Throughput = 15010.71 L

14070 BBS-101 Dizposable Bioreactor Skid 40,000 40 000
Container Volume = 2000 L

110/0 Ds-101 Disk-Stack Cerntrifuge 71,000 71,000
Sigma Factor = 828380 m2

11010 v-103 Blending Tank 94,000 94,000
Vessal Volume = 15588 L

11070 HG-101 Homaogenizer 15,000 15,000
Rated Throughput = 22.99 Lh

14070 DS-102 Disk-Stack Centrifuge 71,000 71,000
Throughput = 20.00 Lih

14070 C-=101 GFL Chromatography Column 268 000 268 D00
Column Volume = 185.08 L

1050 DE-102 Dead-End Filter 16,000 16,000
Filter Area = 0.08 m2

11070 M>-101 Mixer 1,000 1,000
SzefCapacity = 5191.95 kgh

1050 BBS-102 Disposable Bioreactor Skd 40,000 40 000
Container Volume = 20,00 L

11070 AF-104 Air Filter 5.000 35,000
Rated Throughput = 514012 Lih

110700 G102 Centrifugal Compressor 47 000 47,000
Paower= 257 kW

14040 BEBS-103 Dizposable Bioreactor Skid 80, 000 80,000
Container Volume = 20000 L

11050 W-104 Recever Tank 32,000 32,000
Vesseal Volume = 1083.52 L
Unlisted Equiprment 335 D0oo

TOTAL 1,674,000
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3.- FIXED CAPITAL ESTIMATE SUMMARY (2007 prices in €).

3A. Total Plant Direct Cost (TPDC) (physical cost)

1. Equipment Purchase Cost 1,674,000
2 Installation 742 000
3. Process Piping 586 000
4 Instrumentation 670,000
5. Insulation 50,000
6. Electrical 167,000
7. Buildings 753,000
8. Yard Improvement 254,000
9. Auxiany Facilibes 670,000
TPDG 5,563,000

3B. Total Plant Indirect Cost (TPIC)

10. Engineering 1,391,000
11. Construction 1,847,000
TRIC 3,338,000

3C. Total Plant Cost (TPC = TPDC+TPIC)
TPC 8,901,000

3D. Contractor's Fee & Contingency (CFC)

12. Contractor's Fee 445 000
13. Contingency 820,000
CFC=12+13 1,335,000

3E. Direct Fixed Capital Cost (DFC = TPC+CFC)
oFC 10,237,000

4.- LABOR COST - PROCESS SUMMARY.

Unit Cost  Annual Amount Annual Cost
Eaner Tipe (€h) (h) © *
Cperator 55.20 24210 1,338,365 100.00
TOTAL 24,210 1,336,385 100.00
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5.- RAW MATERIALS COST - PROCESS SUMMARY.

. Unit Cost  Annual Amount Annual Cost
Bulk Raw Material (€/kg) (kg) ©
Glucose 0.000 160 (0]
IFL-41 medium 9.000 43,700 394 195
ipmureses 0.000 40 0
Water 0.080 410,785 32,8583
FBS 192,000 2440 468 4459
Bicarbonat 25mM 0.120 6,605 793
Air 0000 197 302 ]
TOTAL 861,222 896 294

6.- VARIOUS CONSUMABLES COST (2007 prices) - PROCESS SUMMARY.

Coratinabis Units Cost Annual Annual Cost

(€) Amount (€)
Dft CEF Cartridge 800.000 96 e 76,800
Gel Filtration Resm 40 O 148 L 94 7og
20 L Cell Bag 80.000 gﬁltem 7.5680
200 L Cell Bag 320.000 48 . 15,360
TOTAL 194 5849

7.- ANNUAL OPERATING COST (2007 prices) - PROCESS SUMMARY.

Cost ltem €
Raw Matenals 8596, 000
Labor-Dependent 1,336,000
Facility-Dependent 1,601,000
Laboratory/QCQA 200,000
Consumables 195,000
Waste Treatment/Disposal 13,000
Utilities 5,000
Transportaticn o
Miscellaneous 0
Advertising/Selling 0
Running Royalties 0
Failed Product Disposal 0
TOTAL 4,247 000

0.00
4358
0.00
3.67
52.26
0.08
0.00
100.00

39.47
48 63
3.85

7.89
100.00

21.10
31.47
ar.To
472
458
031
012
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
100.00
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8.- PROFITABILITY ANALYSIS (2007 prices).

Direct Fixed Capital

Working Capital

Startup Cost

Up-Frort R&D

Up-Front Royalties

Total Investment (A+B+C+0+E)
Investment Charged to This Project

oOmMmMoOOm>

- -

Revenue Stream Flowrates
vp2 (in 5-123)

l. Production Unit Cost
vp2 (in 5-123)

J. Selling / Processing Price
vp2 (in 8-123)

K. Revenues
5-123

L. Annual Operating Cost
ADC

Gross Profit (K-L)
Taxes (30%)
Met Profit {M-N)

ozz

Gross Margin
Return On Imcestment
Payback Time

12.2.3. Pichia pastoris.

1.- EXECUTIVE SUMMARY (2007 prices).

Total Capital Investment
Capital Investment Charged to This Project
Operating Cost
Production Rate

Unit Production Cost
Total Reverues

Gross Margin

Return On Investment
Payback Time

IRR (After Taxes)

MNPV (at 7.0% Intenest)

MP = Flow of Component vp2 in Stream S-123

10,237,000 €
205,000 €
512,000 €
200,000 €

0€

11,154,000 €

11,154,000 €

1 kofyr

2,842,099 42 €/kg

4,016,064.00 €/kg

6,001,000 &fyr

4,247,000 €yt

1,754,000 €yt
526,000 €lyr
1,228,000 €yt

2823 %
11.01 %

5.08 years

10,087,000 €
10,087,000 €
2,373,000 €lyr
24.92 kg MPHT
95,248.85 &kg MP
€,004,000 €fyr
B0.47 %
2520 %
3.97 years
B3.67 %
13,128,000 €
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2.- MAJOR EQUIPMENT SPECIFICATION AND FOB COST (2007 prices).

Quantity/

Standby/ Name Description Unit Cost (€) Cost (€)

Staggered

1/0/0 V-102 Blending Tank 80,000 80,000
Vessel Vaolume = 8465 L

14070 V-101 Fermentar 320,000 320,000
Viessel Volume = 16136 L

1/070 AF-102 Air Filter 2,000 2,000
Rated Throughput = 2951.68 Lih

1/070 Ds-101 Disk-Stack Centrifuge 71,000 71,000
Sigma Factor = 1096.56 m2

110/0 V-103 Blending Tank 89, 000 &8, 000
Viessael Volume = 21073 L

1/0/0 HG-101 Homogenizer 15,000 15,000
Rated Throughput = 31.61 Lh

11070 Ds-102 Cisk-Stack Centrifugs 71,000 71,000
Throughput = 20.00 L

11070 C-101 GFEL %mtﬂgmpm Column 280, 000 280,000
Column Volume = 426 19 L

11070 DE-102 Dead-End Filter 16,000 16,000
Filter Area = 0.04 m2

14070 AF-104 Air Filter 5,000 5,000
Rated Throughput = 51312 Lh

1/0/0 G-102 Certrifugal Compressar 47,000 47,000
Power = 0.26 kW

14070 V=104 Recewver Tank 32,000 32,000
Vessel Volume = 143 43 L

11070 V-105 Blending Tank 70,000 70,000
Vessel Volume = 44 44 L

1/070 ST-101 Heat Sterilizer 76,000 76,000
Rated Throughput = 28.40 L

1/0/0 V-106 Fermentor 72000 72,000
Vessel Volume = 1393 L

11070 DE-101 Dead-End Filter 16,000 16,000
Filter Area = 0,32 m2
Unlisted Equipment 317,000

TOTAL 1,583,000
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3.- FIXED CAPITAL ESTIMATE SUMMARY (2007 prices in €).

3A. Total Plant Direct Cost (TPDC) (physical cost)

1. Equipment Purchase Cost 1,583,000
2 Installation 531,000
3. Process Piping 554 000
4 Instrumentation 633,000
5. Insulation 47 000
6. Elactrical 158 000
7. Buildings 712,000
8. Yard Improvement 237,000
9 Auxiliary Facilities 533,000
TPDC 5,080,000

3B. Total Plant Indirect Cost (TPIC)

10. Engineering 1,273,000
11. Construction 1,782,000
TRPIC 3,054 000

3C, Total Plant Cost (TPC = TPDC+TPIC)
TPC 8,145,000

3D. Contractor's Fee & Contingency (CFC)

12. Contractor's Fee 407 000
13. Contingency 814 000
CFC=12+13 1,222.000

3E. Direct Fixed Capital Cost (DFC = TPC+CFC)
LrC 8,366 000

4.- LABOR COST - PROCESS SUMMARY.

Unit Cost  Annual Amount Annual Cost
Eaner Tipe (€h) (h) © *
Cperator 55.20 9,180 508,761 100.00
TOTAL 9180 508,761 100.00
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5.- RAW MATERIALS COST - PROCESS SUMMARY.

: Unit Cost  Annual Amount Annual Cost

Bulk Raw Material (€/kg) (kg) €
FBSM 1.200 6,368 7,643
Water 0.050 17,222 39,851
Tampd lisi 0.150 6,565 985
Tampsd elucio 0400 23 316 8,327
Air 0.000 6815 0
Oxygen 1.040 1,203 1,251
M_FB 2 1.600 2,086 3338
IpMUreses 0.000 0 0
TOTAL 763 577 58,404

6.- VARIOUS CONSUMABLES COST (2007 prices) - PROCESS SUMMARY.

Coratinabis Units Cost Annual Annual Cost
(€)  Amount (€)

Dit DEF Cartridge 800000 132 ke 105,600
Gel Filtration Resin 540000 23 L 150,019
TOTAL 255,619

7.- ANNUAL OPERATING COST (2007 prices) - PROCESS SUMMARY.

Cost ltem €
Faw Matenals 58 000
Labor-Dependeant 507 000
Facility-Dependent 1,468 000
LaboratoryfQCIQA 76,000
Consumables 256,000
Waste TreatmentDisposal 7,000
Litilities 1,000
Transportation 0
Miscellansous 0
Advertising/Selling 0
Running Royaltes 0
Failed Product Dispasal 0
TOTAL 2,373,000

12.08
51,40
1.68
12.97
0.00
214
872
0.00
100.00

41.31

o8.69
100.00

246
21.35
51.90

3.20
10,77

0.28

0.03

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

100.00
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Capital Investment Charged to This Project

12.2.4.

8.- PROFITABILITY ANALYSIS (2007 prices).

Direct Fixed Capital
Working Capital
Startup Cost
Up-Front R&D
Up-Front Royalties

Total Invesiment (A+8+C+D+E)
Investment Charged to This Project

Revenue Stream Flowrates

vp2 (in $-123)

Production Unit Cost

vp2 {in 5-123)

Selling / Processing Price

vp2 (in 5-123)

Revenues
5-123

Annual Operating Cost

ADC

Gross Profit (K-L)
Taxes (30%)
Met Profit {M-M)

Gross Margin
Retum On Investment
Payback Time

Escherichia coh.

1.- EXECUTIVE SUMMARY (2007 prices).
Total Capital Investment

Operating Cost
Production Rate

Unit Production Cost
Total Reverues
Gross Margin

Return On Investment
Payback Time

IRR (After Taxes)
MNPV (at 7.0% Interest)

MP = Total Flow of Stream S-

-

3

9,366,000 €
53,000 €
458,000 €
200,000 €
o€
10,087,000 €
10,087,000 €

25 kalyr

85 248 85 €/kg

240,983.00 &/kg

6,004,000 €yr

2,373,000 €hyr

3,631,000 €lyr
1,089,000 Efyr
2 542,000 €lyr

BD.4T7 %
2520 %
3.97 years

11,238,000 €
11,238,000 €
3,665,000 €lyr
4061.77 kg MPHyr
802.28 kg MP
6,011,000 €fyr
39.03 %
1461 %
6.84 years
4273 %
4,914,000 €
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2.- MAJOR EQUIPMENT SPECIFICATION AND FOB COST (2007 prices).

Quantity/

Standby/ MName Description Unit Cost (€) Cost (€)

Staggered

1/0/0 V-102 Blending Tank 84 000 &4, 000
Vessal Volume = 14445 L

14070 V=101 Fermentar 347 000 347 000
Viessel Volume = 28361 L

1/070 AF-102 Air Filter 2,000 2,000
Rated Throughput = 70&87.33 Lih

1/070 DS-101 Disk-Stack Centrifuge 71,000 71,000
Sigma Factor = 1821.30 m2

11070 V=103 Biending Tank 101,000 101,000
Vessel Volume = 243 B8 L

1/0/0 HG-107 Homogenizer 15,000 15,000
Rated Throughput = 36.58 L

11070 Ds-102 Disk-Stack Centrifugs 71,000 71,000
Thraughput = 20,00 L

1410/0 C-101 GFL Chromatography Column 307,000 307,000
Column Volume = 302.86 L

11070 DE-102 Dead-End Filter 16,000 16,000
Filter Area = 0.04 m2

14070 AF-104 Air Filter 5,000 5,000
Rated Throughput = 1204.63 Lh

17070 G-102 Centrifugal Compressor 47 000 47 000
Powear = 060 kv

1/070 V=104 Recever Tank 32,000 52,000
Vegsel Vaolume = 261310

1/0/70 V-105 Blending Tank 72,000 75,000
Vessel Valume = 84.45 L

11070 ST-101 Heat Sterilizer 76,000 76,000
Rated Throughput = 32.50 Lh

1/0/0 ST-102 Heat Sterilizer 76,000 76,000
Rated Throughput = 21.25 Lh

11040 MX-101 Mixer 1,000 1,000
Size/Capacity = 507 80 kgh

1/0/0 V-108 Fermentor 72,000 72,000
Vessal Volume = 13811L
Unlisted Equipment 351,000

TOTAL 1,753,000
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3.- FIXED CAPITAL ESTIMATE SUMMARY (2007 prices in €).

3A. Total Plant Direct Cost (TPDC) (physical cost)

1. Equipment Purchase Cost 1,753,000
2 Instaliation S84 000
3. Process Piping 614,000
4 Instrumentation 701,000
5. Insulation 53,000
6. Electrical 175,000
7. Builldings £89 000
8. Yard Improvement 263,000
9. Auxiliary Facilities 701,000
TPDC 5,642,000

3B. Total Plant Indirect Cost (TPIC)

10. Engineering 1,411,000
11. Construction 1,975,000
TPIC 3,385,000

3C. Total Plant Cost (TPC = TPDC+TPIC)
TPC 9,028,000

3D. Contractor's Fee & Contingency (CFC)

12, Contractor's Fee 451,000
13. Contingency 803,000
CFC=12+13 1,354,000

3E. Direct Fixed Capital Cost (DFC = TPC+CFC)
L 10,382 000

4.- LABOR COST - PROCESS SUMMARY.

Unit Cost Annual Amount Annual Cost
AR TYRe (€h) (h) © *
Operator 5520 20177 1113772 100.00
TOTAL 20177 1,113,772 100.00
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5.- RAW MATERIALS COST - PROCESS SUMMARY.

. Unit Cost  Annual Amount Annual Cost
Bulk Raw Material (€/kg) (kg) (€
Medi MD 0.720 18,794 13,532
Water 0.050 1,273,618 653,681
Tampd lisi 0.150 15,985 2,399
Tampsd elucio 0400 40 368 16,147
Air 0.000 32 48B3 ]
Cixygen 1.040 5732 5,962
Medi MD FB 1.600 11,330 18127
PTG 19,500 000 13 261,300
TOTAL 1,308 333 381,148

6.- VARIOUS CONSUMABLES COST (2007 prices) - PROCESS SUMMARY.

Coratinabis Units Cost Annual Annual Cost

(€) Amount ({€)
Dt CEF Cartridge 800000 134Ltem 107200
Gel Fiftration Hesin 540 000 406 L 259 732
TOTAL 366,932

7.- ANNUAL OPERATING COST (2007 prices) - PROCESS SUMMARY.

Cost ltem €
Raw Maternals 381,000
Labor-Dependeant 1,114 000
Facility-Dependent 1,628 000
LaboratoryfQCIQA 167,000
Consumables 367,000
Waste TreatmentDisposal 5,000
Utilities 2,000
Transportation 0
Miscellaneous 0
Advertising/Selling 0
Running Royaltes 0
Failed Product Dispasal 0

TOTAL 3,665,000

s R
16.71
0.63
424
0.00
1.56
476
68.56
100.00

20.22

7078
100.00

10.40
3038
44 43
456
10.01
0,15
0.08
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
100.00
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8.- PROFITABILITY ANALYSIS (2007 prices).

A Direct Fixed Capital 10,382,000 €
B Working Capital 137,000 €
G Startup Cost 519,000 €
D Up-Front R&D 200,000 €
E. Up-Front Royalties 0E
F Total Investment (A+B+C+D+E) 11,238,000 €
G, Investment Charged to Thes Project 11,238 000 &
H. Revenue Stream Flowrates
Total flow in S-123 4,062 kafyr
L Production Unit Cost
S-122 902 28 €/kg

J. Selling / Processing Price

Total flow in S-123 1,479.95 €/kg
K. Revenues
5-123 6,041,000 €hyr

L. Annual Operating Cost

ADC 3,665,000 &yr
M Gross Profit (K-L) 2,346,000 &hyr
M Taxes (30%) 704,000 €fyr
@] Met Profit {M-M) 1,642,000 &yr
Gross Margin 39.03 %
Retumn On Investment 1461 %
Payback Time 6.84 years
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12.3. L’embrio del treball.

_.II.')'J-
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