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2. INTRODUCCIO.

2.1. EL CULTIU DE CEL-LULES ANIMALS.
2.1.1. Perspectiva historica del cultiu in vitro de cél-lules animals.

El cultiu de cél-lules animals comenca a desenvolupar-se a finals del segle X1X i ha
donat els seus fruits al llarg del segle XX, amb tota una serie de fites que es descriuran de
forma breu, perd que son molt importants per entendre € desenvolupament d’ aguesta
disciplinai laseva aplicaci6 industrial.

Al 1878 C. Bernard demostra que € sistema fisiologic d’ un organisme podia ser
mantingut com un sistema viu després de la mort de I’organisme. Al 1885 W. Roux va
concloure que el procés de creixement especific, observat en el manteniment d’una porcid
d’embrié de pollastre en solucio fisiologica calenta, ocorre independentment de les altres
parts de I’embrié. La prolifica recerca d’en R. Harrison (1907), considerat per alguns autors
com el pare del cultiu cel-lular, € va portar a fets tan interessants com els que se citen a
continuacié: va mantenir durant algunes setmanes fragments neurals de la cresta d’ embrions
de granota; va observar e creixement de fibres nervioses in vitro; va utilitzar una gota de
limfa coagulada de granota com amedi per a creixement cel-lular; va escollir granotes com a
font de teixit, ja que és un animal de sang fredai aixi laincubaci6 no era necessaria. Al 1910,
Burrows va ser € primer investigador en demostrar dos fets importants: cultivar amb exit
cel-lules embrionaries de pollastre en coaguls de plasma durant llarg temps i |’ observacio
detallada de la mitosi cel-lular. Durant el 1911, Lewis i Lewis observaren el creixement
limitat en monocapes amb e primer medi liquid, que consistia en aigua de mar, sérum,
extracte embrionari, peptonesi sals. Al 1916, Rousi Jones varen utilitzar per primera vegada
I”enzim proteolitic tripsina per resuspendre en cultiu cél-lules adherents. Entre 1923 i 1931,
Carrel i Baker varen enfocar la seva recerca a desenvolupament de tecniques d escalat per a
cultius cellulars i de recipients de cultiu: els T-Flasks. També reditzaren |’avauacio
microscopica de cél-lules en cultiu. Al 1927, Carrel i Rivera produeixen la primera vacuna
viral: Vaccinia Uns anys més tard, al 1933, Gey desenvolupa la técnica de cultiu en tubs
rotatoris.

El medi quimicament definit CMRL 1066, encara utilitzat en els estudis de virologia i
citologia, va ser desenvolupat per Fischer al 1948. Al 1949, es va fer créixer € virus de la
poliomielitis tant en teixits humans com de simi per tal de produir-ne la vacuna a nivell
industrial. Les cél-lules carcindgenes Hel.a (deuen € seu nom a la donant Henrietta Lacks)
varen ser aillades i propagades per Gey i col. a 1952. En aquest mateix any, Dulbecco
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desenvolupa una placa d’'assaig per virus animas mitjancant monocapes confluents de
cel-lules cultivades. Al 1954, Abercrombie observa inhibicié per contacte: la mobilitat de
cel-lules diploides en cultius en monocapes s aturava quan e contacte s efectuava amb
cel-lules adjacents. En el decurs de 1961, Hatflick i Moorhead demostraren que els fibroblasts
humans morien després d'un nombre finit de divisions. Al 1965, es reditza la primera
descripcié d’'un medi sense serum animal per Ham. Al 1975, Kohler i Milstein aconseguei xen
desenvolupar amb exit una linia cel-lular d'hibridoma per a la produccié d anticossos
monoclonals, mitjancant lafusio cel -lular d’un mielomai un limfocit de tipus B. Amb aquests
descobriments la importancia dels productes obtinguts a partir de cél-lules animals va créixer
espectacularment donat € seu potencia per a I’obtencié d’'un ampli espectre de productes
utils en el diagnostic i tractament de malalties. A la Taula 2.1 es troben alguns dels productes
I aplicacions de les cél -lules animals.

v" Vacunes viriques humanes (poliomielitis i rubeola) i veterinaries (malalties de Marek
i Newcastle).

v" Immunoreguladors diferents d’ anticossos (interferonsi interleucines).

Anticossos monaclonals per a diagnostic, terapiai técniques de separacio.

Factors de creixement polipeptidics (factor de creixement de I’ epidermis i semblants

alainsuling).

Enzims (activadors del plasminogen).

Hormones (eritropoieting).

Insecticides virals.

Antigens especifics contra tumors.

Cdllules animals com a productes per a recerca basica, enginyeria genética i tests de

toxicitat.

v" Reconstitucié de lapell.

< S
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Taula2.1. Productes obtinguts a partir de cél-lules animals. Alguns exemplesi aplicacions.

Durant tota la década dels 70 la recerca s enfoca cap a desenvolupament de tecniques
i protocols experimentals com: els cultius en suspensio, la immobilitzacio i I’ encapsulacio
cel-lular, definicio de medis sense serum i I’ Us d’ antibiotics en aquests, aixi com €l disseny de
bioreactors, com ara €ls air-lifts i els de fibres buides (hollow-fibers) per cultivar cél-lules
animals a altes densitats, millorant-se molts aspectes, com ara |'agitacié i |'aeracidé en
condicions de minim estres cel-lular. A la década dels anys vuitanta es produeix un canvi
enormement significatiu en el mén de la Biotecnologia. L’ aparicié de les técniques del DNA
recombinant va permetre la introduccié de gens que codificaven proteines animals d’ interes
en el material genetic de qualsevol microorganisme, per tal d’ expressar-losi obtenir quantitats
importants de la proteina desitjada. D’ aquesta manera és possible transferir rutinariament gens
humans a organismes unicel-lulars com bacteris o llevats. Alguns exemples de proteines
humanes d' Us terapeutic obtingudes per técniques de DNA recombinant son: la insulina, la
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somatotropina 0 hormona del creixement, els antigens virals i €els interferons. Aquestes
proteines s’ han expressat, basicament, en el bacteri Escherichia coli (Werner, 1993).

En els anys 80 i 90, el desenvolupament de sistemes de cultius per millorar € seu
rendiment, el creixent emfasi en la produccié d' anticossos monoclonals o e desenvolupament
d’ alguns productes de cultiu cel-lular a partir de tecniques del DNA recombinant, han permes
el creixement d’ aguest camp. Productes com el t-PA (activador del plasminogen de teixits),
hormones del creixement huma, interferons, factor VIII (hemofilia), i EPO (eritropoietina)
son només alguns dels exemples que es poden citar, ja desenvolupats i explotats a nivell
comercial amb molt d'exit. La perspectiva actual és que aquesta llista de productes anira
augmentant de forma exponencial i es produira una consolidacié notable d’ aguesta tecnol ogia,
com es pot desprendre de la gran quantitat de nous productes candidats desenvolupats per
cultiu cel-lular que es troben en etapes avancades de desenvolupament, en fase clinica
(PhRMA, 2000).

2.1.2. Interes i aplicacions del cultiu in vitro de cél-lules animals.

Moltes biomolécules d'un elevat valor terapéutic son produides exclusivament per
cel-lules animals i, com s'ha comentat anteriorment, les aplicacions son cada vegada més
nombroses. De tota forma, € cultiu industrial de la magjoria de microorganismes €s més
simple que el de les cél-lules animals i, per tant, la seva utilitzacié es troba afavorida per una
serie de raons:

» Productivitats cel lulars més el evades.

= Control de contaminacions més facil.

» Medis de cultiu amb menys requeriments.

» L’emmagatzematge i resuspensio de les cel-lules és més facil.

Tot i que la utilitzacié de bacterisi llevats recombinants suposa un sistema d’ obtencio
de proteines d’origen animal molt atractiu degut als avantatges ja exposats abans, també
presenta certes limitacions que fan inviable la produccié de determinades proteines (Hu i
Dodge, 1985). La incapacitat dels bacteris per produir glicosilacions i atres modificacions
post-traduccionals, o per induir una configuracio tridimensional correcta a la proteina, poden
repercutir en |’ obtencié d’un producte final de baixa solubilitat, menor resistencia a proteases
| escassa activitat funcional (Berman i Lasky, 1985). També cal considerar que en molts casos
les proteines estan constituides per maltiples subunitats que poden ser codificades per
diferents gens, alguns dels quals possiblement no hagin estat introduits en €l bacteri. Un altre
aspecte atenir en compte son les diferéncies existents entre el's processos transcripcionals del's
organismes eucariotes i €els procariotes, que poden impedir la correcta expressio de la
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proteina. Finsi tot, en el cas que la proteina s hagi expressat correctament, és possible que el
bacteri no tingui capacitat per secretar-la extracel lularment, dificultant aixi € procés de
recuperacio del producte.

Una altra alternativa pot ser la utilitzacié d'un sistema d’expressio basat en fongs
unicel-lulars (llevats). Aquests microorganismes poden créixer igual de bé i rapid que €els
bacterisi, amés amés, tenen la capacitat de glicosilar, fosforilar, acilar i secretar les proteines
produides, tot i que utilitzen uns patrons de modificacio post-traduccional i unid
macromolecular sovint diferents as de les cel-lules de mamifer (Bebbington i Hentschel,
1985).

A més ames, cal tenir en compte que la legislacié és molt estricte a I’ hora de validar
aquells productes d’ Us terapeutic obtinguts a partir de bacteris i Ilevats recombinants, ja que
aguestes proteines poden portar associats components de |I'hoste o haver patit lleugeres
modificacions respecte la seva conformacié nativa, motiu pel qual podrien originar alguna
resposta immunitaria perjudicial. Aixi doncs, la utilitzacié de cultius de cél-lules animals és,
en molts casos, |’opcid més apropiada a I’ hora d obtenir un ampli ventall de proteines d’'un
elevat interes. Per aguest motiu, s'ha portat a terme un considerable esfor¢ per tal de
desenvolupar processos basats en el cultiu in vitro d aquest tipus de cél-lules, que permetin
millorar-ne la productivitat i fer atractiva la seva explotacié des del punt de vista comercial
(Werner, 1998).

2.1.3. Trets distintius de la cel-lula animal.

Les cél-lules animals son cd-lules eucariotes que presenten importants diferencies
morfologiques i funcionals respecte les cél-lules procariotes i altres eucariotes com fongs
unicellulars, fongs filamentosos i cél-lules vegetals. Aquestes diferéncies poden provenir de
la grandaria de la céllula, la preséncia o absencia de paret cel-lular, €l sistema d organitzacio
cel-lular, els organuls presents, I'estructuracié del material genetic i el tipus de divisio
cellular. Els trets fonamentals que permeten diferenciar les cél-lules animas de les
procariotesi altres eucariotes son basicament els seglients (Figura 2.1):

» Lescd-luleseucariotes animals, al’igua que les vegetals, tenen una grandaria que oscil -la
entre els 5 i els 20 nm de diametre mitja, i son molt més grans que altres eucariotes com
elsllevats (3-7 mm) i que els organismes procariotes (0.3-1 nm).

= Les calules eucariotes, a diferéncia de les procariotes, presenten gran quantitat de
membranes internes gue no es troben unides a la membrana plasmatica i que separen
regions especifiques de la resta del citoplasma. Aquestes membranes defineixen un
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conjunt d'estructures subcel-lulars anomenades organuls (nucli, mitocondri, reticle
endoplasmatic, aparell de Golgi, etc.) que tenen unafuncié cel -lular especifica.

Les céllules eucariotes tenen una quantitat major de DNA que les procariotes. En € cas
dels bacteris, el DNA s organitza en un Unic cromosoma que no es troba separat del
citoplasma per cap embolcall nuclear i, fins i tot, determinades espécies contenen també
plasmidis (petites estructures circulars de DNA amb capacitat d’ autoreplicacid). EI DNA
de les cél-lules eucariotes es troba associat a multiples proteines i s estructura en parelles
de cromosomes continguts dins del nucli.

Les cél-lules animals, a diferencia dels llevats, fong filamentosos, cél-lules vegetals i
procariotes, no disposen d una paret cel-lular que els hi confereixi rigidesa, unicament es
troben envoltades per una fina membrana plasmatica que regula I’ entrada dels nutrients
necessaris pel creixement i la sortida de subproductes cel-lulars. Aquest fet, tal com
sexplicaen el proper apartat, condiciona la manera com cal portar a terme els cultius in
vitro de cel-lules animals, donat que fa la cél-lula molt més susceptible a esforcos
mecanics.
CEL-LULA PROCARIOTA

Membrana plasmatica
ﬂ\ Cromosoma bacteria ”
2 Paret ealialar CEL-LULA EUCARIOTA
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Figura 2.1. Esquema comparatiu entre cél -lules eucariotesi procariotes.
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2.1.4. Caracteristiques dels cultius in vitro de cél-lules animals.

El cultiu de cdl-lules animals requereix la utilitzacio de medis complexesi molt rics en
nutrients. Habitualment, aguests medis han estat formulats per operar només amb una
estratégia de cultiu en discontinu, en que s addiciona tots els nutrients al’inici del cultiu i la
durada d’ aguest depén del nutrient que s esgota en primer lloc, o bé per la generacié d’algun
subproducte toxic del metabolisme cel-lular. Aquests medis inclouen una font de carboni,
normalment glucosa, una mescla equilibrada de sals minerals que permeten mantenir un pH |
una pressio osmotica adients, i un gran nombre d aminoacids i vitamines que la cdl-lula no
esta capacitada per fabricar, com a minim en quantitats suficients (Freshney, 1989), entre els
gue la glutamina es troba en gquantitats més importants, donat que també representa un
subministrament de nitrogen i carboni. A més a més, usualment cal suplementar el medi amb
un 1-20% (v/v) de serum animal, normalment serum fetal bovi (FCS). Aquest producte
proporciona una serie d elements traca, lipids, factors de creixement i hormones que son
imprescindibles per garantir el creixement de molts tipus de cé-lules animals (Freshney,
1989). D’ dtra banda, € serum també pot contenir una serie de compostos que poden no tenir
cap efecte positiu, 0 que, finsi tot, poden arribar a inhibir € creixement de les cél-lules. Per
aguest motiu és necessari provar que cada lot diferent de sérum emprat permet el correcte
creixement del cultiu (Freshney, 1989). Aquesta manera d’ operar possiblement no és la més
optima ja que s allunya molt de les condicions en que la cél-lula animal es troba in vivo. Cal
fer esment que darrerament s ha fet un esforg notable en dissenyar medis de cultiu molt més
definits, en qué no calgui afegir serum animal. Habitualment, es diferencia entre medis sense
proteines i sense serum, pero amb proteines. Aixo és a causa de que moltes linies cel-lulars no
poden proliferar en absencia total de proteines. En aquests cal afegir, normalment, insulina i
transferrina. També hi ha casos en qué les cdl-lules requereixen petits percentatges de medi
amb serum (inferior a 1%), per poder créixer correctament. L’ efecte d evolucionar a medis
cada vegada més definits és molt desitjable per facilitar la validacid dels processos de
fabricacio.

A més, és necessari readitzar un estricte control de diferents parametres fisicoquimics
del cultiu (Freshney, 1994). Alguns d’ ells romanen sempre constants al Ilarg de tot € procés:
temperatura i agitacio, mentre que d’ altres poden veure's afectats per |’ activitat cel-lular: pH,
osmolaritat, pressio parcial d oxigen dissolt.

La temperatura optima per la majoria de cél-lules animals oscil-laentre els 35 °C i els
37 °C, tot i que poden tolerar baixades considerables de temperatura, sobreviure durant varis
dies a4 °C i conservar-se en estat de laténcia en nitrogen liquid a —196 °C i preséncia de
crioprotectors. Per contra, un augment de la temperatura per sobre dels 39 °C provoca una
rapida mort cel-lular. El rang de pH optim per ales cél-lules animals varia entre les diferents
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linies cel-lulars, pero es pot situar entre 7.0 i 7.4, uns valors molt propers als existents a la
sang. Durant els cultius en discontinu, es dona un allunyament d’ aquests valors optims per la
generacio d'acids organics degut a I’activitat metabolica de les cél-lules, i aguest fet sol
originar una davallada del creixement cel-lular. Les cél -lules comencen a perdre laviabilitat si
el pH del medi s'alunyad’ un rang de valorsentre 6.6 i 7.8 unitats.

La majoria de cdl-lules animals accepten un ampli interval de pressions osmotiques
gue van dels 260 als 320 mOsm/kg. De totes maneres, cal situar els vaors optims
d’osmolaritat del medi als existents en el plasma sanguini de la majoria de mamifers, entre els
290 i 310 mOsm/kg. En certs processos on hi ha una addicié continuada de nutrients
concentrats es pot arribar a sobrepassar aquest rang, provocant també una inhibicié del
creixement cel-lular.

La naturalesa aerobia del metabolisme de les cél lules animals motiva la necessitat de
tenir una aeracio del medi per tal d’assolir uns valors d oxigen dissolt entreel 20 i el 60% dels
nivells de saturacio. Per tal d'aconseguir una difusio homogenia d’ aquest gas en elevats
volums de cultiu no és possible emprar sistemes d’ agitacié convencionals a alta velocitat o
aeracio per bombolleig ja que les cdl-lules animals no tenen paret cel-lular i sbn enormement
sensibles as esforcos tallants que originen aquests mecanismes d’ agitacié o als produits al
voltant de les bombolles d’aire, especiament quan es trenquen a la interfase aire-liquid del
cultiu (Dodge i Hu, 1986; Tramper i col., 1986; Chalmers, 1994). Per aguest motiu, les
cél-lules animal's es cultiven a velocitats d agitaci 6 baixes (40-100 rpm) amb agitador de pales
inclinades o hélixs marines, i amb sistemes d’ aeracié sense bombolleig, com és el cas de la
utilitzacié d’un tub de silicona permeable a's gasos que es submergeix en el medi de cultiu.
L'addicié de certs productes protectors a medi de cultiu que permeten treballar a unes
condicions de major agitacié i aeracié poden resultar molt adequats a I’ hora de minimitzar
aguest tipus de limitacions.

Les cel-lules animals tenen una velocitat de creixement inferior ala dels llevats, fongs
0 bacteris. El seu metabolisme més lent origina una major inércia de resposta als canvis de
I”’entorn i un temps de duplicacio en lafase exponencia que acostumen a oscil-lar entre les 18
I les 36 hores (Freshney, 1989).

L’ elevada riquesa del medi, les optimes condicions de cultiu, la baixa velocitat de
creixement i la lenta resposta metabolica de les cél-lules animals fan que agquest tipus de
cultius siguin molt susceptibles a patir contaminacions per microorganismes o infeccions
viriques. Per aguest motiu, cal adoptar una serie de mesures de seguretat addicionals per tal de
garantir unatotal esterilitat en les condicions de treball.
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Les tecniques de cultiu cel lular intenten proporcionar ala cél -lula unes condicions que
permetin el seu desenvolupament, tot i que sovint aquestes no reprodueixen |’ entorn en que la
cel -lula es desenvolupa habitualment, és adir, en € s dels organismes pluricel -lulars. Per tant,
en |’optimitzacié dels cultius in vitro s'ha de tendir cap a un acostament als factors que
simulin millor aquestes condicions naturals de la cél -lula.

2.1.5. Cél-lules animals i linies cel-lulars emprades en cultius in vitro.

Les cél-lules animals que s utilitzen en cultius in vitro fonamentalment provenen de
guatre tipus basics de teixits de mamifer: epitelial, muscular, nerviés i connectiu (Shahar i
col., 1994). També sutilitzen cél-lules que provenen daltres vertebrats o, fins i tot,
d’invertebrats, com és el cas de les cel-lules d'insecte (Martignoni, 1984). Totes aguestes
cel-lules es poden agrupar en dos grans grups d acord amb els requeriments de cultiu que
precisen:

= Célules adherents: Son aguelles que Unicament creixen si es troben adherides a un suport
solid. No arriben mai a assolir elevades densitats cel -lulars ja que deixen de créixer un cop
han format una monocapa de céllules sobre la superficie a la qual es troben adherides.
Acostumen a ser cel-lules musculars, nervioses, epitelials que s obtenen d' organs com el
ronyo, el fetge o elsfibroblasts.

= Célules no adherents: Poden créixer en suspensio en el medi, per aquest motiu arriben a
assolir densitats cel-lulars superiors a les adherents. En aquest grup es troben les cél-lules
del sistema immunitari presents a la medul-la ossia o la sang, les cé-lules tumorals
malignesi, en consequiencia, també els hibridomes.

S anomenen linies cel-lulars aquell tipus de cél-lules que han estat transformades per
tal d’adquirir la capacitat de poder ser cultivades indefinidament (Werner i Noé, 1993). El
proces de creacio d' unalinia cel-lular s'inicia a partir d’ una suspensié de cél-lules d’ un teixit
animal que es cultiva en medi liquid per tal de formar un cultiu primari. Posteriorment, part de
les cel-lules que han crescut en el cultiu primari es subcultiven en medi fresc per tal d’ obtenir
un cultiu secundari. Aquest cultiu secundari es pot subcultivar a llarg d un nombre finit de
generacions, fins que les cél-lules perden la capacitat de dividir-se i entren en una fase de
senescéncia. En determinades circumstancies alguna de les cél-lules del cultiu secundari
pateix una mutacié espontania que li permet seguir creixent. El cultiu que s obté a partir
d’ aguesta cél -lula esdevé una linia cel-lular. Aquesta mutacié cel-lular també es pot induir a
través de virus, substancies quimiques o radiacions.
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Leslinies cellulars, amés de tenir la capacitat de poder ser cultivades indefinidament,
presenten també altres caracteristiques com son un creixement més rapid i la possibilitat de
ser cultivades en suspensio, de manera que es pugui assolir majors densitats cel-lulars. Per
aguest motiu representen un sistema d’expressio molt atractiu per proteines recombinants
d’ origen animal. Un exemple d'aquestes linies cel-lulars son els hibridomes murins, les
cél-lules CHO (Chinese Hamster Ovary), BHK (Baby Hamster Kidney) o HelLa (cél-lules
extretes d’ un tumor del coll de !’ Gter d’ Henrietta Lacks).

2.1.6. Evoluci6 d’un cultiu cel-lular.

El creixement d un cultiu de cél-lules animals in vitro en discontinu segueix un patré
com el que es veu a la Figura 2.2, que s agafa sempre com a referencia. L’inocul inicial de
cel-lules requereix un periode d’ adaptacié a medi fresc, que es fa aparent com un periode de
latencia (Fase 1), la durada del qual dependra de I’ estat previ de les cdl-lules. El subcultiu de
cél-lules creixent en un medi fresc ala meitat de la fase exponencial amb una concentracié de
' ordre de 10° c&l -lules/ml no requereix adaptacid i no hi ha practicament fase de laténcia, tot i
gue ca assenyalar que moltes vegades s observen diferéncies en la fase d’'arrancada dels
cultius degut a variacions, a vegades petites, en I’ estat de |’ inocul.

Fasel Fase Il Fase Il

lW/S3|qeIA SBIN|[22

temps

Figura2.2. Corba de creixement i mort d’un cultiu cel-lular.

A continuaci6, segueix la fase exponencial amb un temps de duplicacio tipic de 18-24
hores (Fase I1). Cal tenir en compte que el temps de duplicacié dels bacterisi Ilevats pot ser
tan baix com de 20-30 minuts. Es molt important, doncs, prendre |es mesures necessaries per
mantenir |’ esterilitat dels cultius de cél-lules animals ja que, tractant-se de medis tan rics, la
contaminacié microbiana pot sobrepassar la poblacié de cél-lules animals rapidament. Les
cel-lules animals, a banda de tenir velocitats de creixement inferiors que el's microorganismes,
arriben a concentracions cel-lulars inferiors, essent de I'ordre de 10° cél-lulesml, en
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comparacié amb els valors de 10°-10° cél lules’/ml que s assoleixen en els cultius de bacteris i
llevats.

El creixement cel-lular segueix fins un punt en que la viabilitat comenca a disminuir i
les céllules entren a la fase de mort (Fase 111). Aquest fet coincideix amb |’ esgotament
d algun dels nutrients essencials del medi de cultiu, normament glucosa o glutamina
(Fitzpatrick i col., 1993; Sanfeliu, 1995), o amb I’acumulacio de concentracions toxiques de
subproductes cel-lulars com el lactat o I’amoni (Ozturk i col., 1992). El procés de mort
cel-lular es pot produir per necrosi 0 per apoptos (Martin i col., 1994; Ameisen, 1998). La
necrosi és un procés passiu de mort cel-lular que es déna quan les cél-lules es troben
exposades a condicions fisicoquimiques del cultiu desfavorables: hipertermia, canvis sobtats
de pH, velocitats d’'agitacié excessivament altes o exposicio a substancies toxiques, que
impedeixen gue la cél-lula pugui mantenir I’homeodstasi i acabi per patir un trencament de la
membrana plasmatica i un alliberament al medi de tot el contingut citoplasmatic. Per contra,
I’ apoptosi 0 mort cel-lular programada és un procés controlat geneticament per la propia
cél-lula, que té lloc sota condicions fisiologiques normals i en resposta a una serie d’ estimuls
molt concrets. L’ apoptos pot ser un mecanisme important de la mort cel-lular en cultius in
vitro (Singhi col., 1994; Cotter i Al-Rubeai, 1995). En particular, s’ havist que els hibridomes
i leslinies cel lulars hematopoi étiques son altament sensibles alainduccié de |’ apoptosi en un
cultiu en discontinu, molt probablement com a resultat de limitacions per nutrients essencials
0 acumulacié de subproductes cel-lulars (Mercille i col., 1994). Un aspecte molt important
gue cal tenir en compte és que aguest és un procés irreversible, i una vegada un cultiu hagi
iniciat e procés d’ apoptosi no es podra recuperar malgrat que es faci una acci6 per eliminar la
causa que ha provocat €l proces.

2.2. HIBRIDOMES | ANTICOSSOS MONOCLONALS.

Els anticossos, també anomenats immunoglobulines (Ig), son un grup de
glicoproteines presents en e serum, fluids intersticials i sobretot ala sang dels vertebrats, que
sOn sintetitzades i secretades pels limfocits B en resposta a un element estrany a |’ organisme
anomenat antigen. Cada tipus d’ anticos reconeix i S'uneix a un antigen especific i el complex
gque es forma desencadena certes reaccions corporals que neutralitzen i eliminen aguests
elements estranys. Aixi doncs, els anticossos son el's responsables de la proteccié especifica
enfront infeccions bacterianes, fungiques i viriques, i estan involucrats en una serie de
reaccions immunologiques que inclouen la inflamacid, |'autoimmunitat i € rebuig a
trasplantaments (Milstein, 1980).
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Quan s'injecta un antigen a un animal i, posteriorment, es recull e sérum d’ aguest,
sobté una barregja heterogénia d anticossos anomenats policlonals. Cadascun d’ aguests
anticossos reconeix parts distintes de I’antigen (epitops), ja que han estat sintetitzats per
limfocits B diferents.

Per tal de resoldre € problema de la heterogeneitat dels antiserums amb anticossos
policlonals, I'any 1975 Kohler i Milstein varen desenvolupar una técnica per produir unalinia
cel-lular denominada hibridoma que sintetitzava anticossos amb una especificitat idéntica,
anomenats anticossos monoclonals. Els hibridomes son cél lules animals resultants de la fusio
d’ un limfocit B normal amb una cel-lula de mieloma o limfocit B cancerds, de manera que la
cel -lularesultant hereta tant les propietats del limfocit B per produir anticossos especifics com
el caracter immortal de les cel-lules de mieloma. Com que cada linia d’ hibridomes prové d’un
anic limfocit B originari, en cada cultiu d hibridomes només es produira un unic tipus
d anticos, un anticos monoclonal.

2.2.1. Obtenci6 d’hibridomes.

El procediment emprat generament per a I’obtencié d’ hibridomes consisteix en una
immunitzacid inicia d'un animal amb I’antigen desitjat per tal de provocar en aquest una
resposta immunitaria secundaria. Posteriorment s extreu la melsa de I'animal per tal de
separar-ne els limfocits B. La suspensié de limfocits B obtinguda es posa en contacte amb un
cultiu de cdl-lules de mieloma en preséncia d'un agent promotor de la fusio cel-lular. Les
céllules resultants d' aquesta fusid s anomenen hibridomes.

El mieloma és un cancer que afecta els limfocits B presents a la medul-la 0ssig;
aguestes cel-lules tumorals tenen la capacitat de multiplicar-se indefinidament a ser
cultivades in vitro, produint grans quantitats d’ un unic tipus d’ immunoglobulina. Actual ment,
es disposa de linies de mieloma mutants que no secreten cap immunoglobulina (NS0), o bé
gue Unicament en fabriquen la cadena lleugera (NS1), de manera que I’ hibridoma resultant
nomes produira la immunoglobulina codificada pel limfocit B no tumoral (Kohler i Milstein,
1975).

Un cop redlitzada la fusié cdl-lular es cultiva aquesta barreja heterogénia de cél-lules
en un medi selectiu on només sobreviuen i creixen els hibrids limfocit-mieloma. Aquests
hibridomes tenen inicialment 80 cromosomes, aquest fet provoca una enorme inestabilitat
genomica, de manera que les cél-lules van perdent cromosomes durant els primers dies de
cultiu. En aquest punt del procés es realitza una seleccio clonal per tal d’identificar hibrids
productors de |’ anticos desitjat i obtenir-ne poblacions homogenies procedents Unicament de
cadascuna d aquestes cél-lules. Finalment, es comprova |’estabilitat de |"hibridoma i es
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congela cadascun dels clons purs obtinguts. A la Figura 2.3 S'il-lustra €l procés emprat per
I’ obtencié d’ hibridomes productors d’ anticossos monoclonals.

Cél-lules tumorals
Immunitzacié :

Cél-lules :
formadores d'anticos

Z @ \Fusié /

Clonacié d'hibridomes
productors d'anticos

Seleccid d'hibridomes

per a la produccié w

d'anticos -
Anticossos
monoclonals

aillats per cultiu
Figura 2.3. Esquema del procés d’ obtencio d’ hibridomes productors d’ anticossos monoclonals.

2.2.2. Estructura dels anticossos monoclonals.

Les immunoglobulines (Figura 2.4) estan constituides per 4 cadenes polipeptidiques:
dues de pesades (H) identiques, unides entre si per ponts disulfur, i dues de lleugeres (L),
també idéntiques, que S uneixen a les pesades també per ponts disulfur. Tenen una estructura
quaternaria en forma d'i grega (), amb dues regions idéntiques d'unié a |’ antigen. Tant les
cadenes L com les cadenes H tenen una sequiéncia al’ extrem amino terminal especifica per a
cada classe d’immunoglobulina (anomenada regié variable), i una seqgiencia constant a
I’extrem carboxi terminal (anomenada regié constant). La regié variable permet €
reconeixement i la unié especifica de cada immunoglobulinaamb el seu corresponent antigen,
mentre gque la regio constant permet la funcio efectora de la molecula: unid i activacio del
complement, estimulacio de la fagocitos per macrofags. La presencia d' un patré determinat
de glicosilacio en la immunoglobulina és essencial a |I'hora de portar a terme algunes
d’ aguestes funcions efectores.
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Figura 2.4. Esqguema d’ unaimmunoglobulina (Kirkwood i Lewis, 1985).
2.2.3. Producci6 d’anticossos monoclonals mitjancant hibridomes.

Gracies a la seva gran especificitat per reconéixer una part d’'una determinada
molecula, els anticossos monoclonals son una eina de gran utilitat en diferents camps de la
recerca medica i biologica, aixi com en e desenvolupament de productes per diagnos i
terapia de maldties, i com a elements importants en sistemes de purificacio. Les seves
aplicacions s adrecen basicament a la diagnosi i tractament terapeutic de malalties infeccioses
0 processos tumorals (Milstein, 1980; Fridman, 1991; Werner i Noé, 1993), a la
implementacio de processos de purificacio de macromolecul es especifiques per cromatografia
d afinitat, i alarecercabasicaen el camp del disseny de vacunes o de ladeteccio i I’ estudi de
les funcions biol 6giques de determinades proteines (Clark, 1986).

Es possible produir anticossos monoclonals a partir d hibridomes mitjancant técniques
in vivo i in vitro (Shintani i col., 1988). La técnica d’ obtencié d’ anticossos monoclonals en
processos in vivo consisteix en injectar hibridomes en la cavitat intraperitoneal d'una rata o
ratoli, propiciant que aguests es multipliquin i donin lloc a tumors ascitics de volum
considerable. Aquests processos permeten Unicament |’ obtencié de poca quantitat d’ anticos
monoclonal, ja que encara que la seva concentracio pugui ser ata en el liquid ascitic, els
rendiments gue s obtenen de cada animal sbn baixos degut a costés procés de purificacio que
cal emprar per separar els anticossos monoclonals de la resta de proteines de I'animal,
immunoglobulines incloses. A més a més, les possibilitats de manipular les condicions
externes per tal d’aconseguir més anticossos monoclonals sén molt limitades. Aixi doncs,
aguest metode resulta poc recomanable a I’hora de produir anticossos monoclonals a gran
escala, ja que resulta molt car, poc eficient i presenta també problemes étics i de regulacio, ja
gue la utilitzacié d’animals amb fins de produccio esta limitada per lallei.
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Les exigéncies de quantitat i qualitat que ha generat I'aplicacidé d anticossos
monoclonals, en € mercat cientific i medic actual, ha impulsat €l desenvolupament de
metodes alternatius de produccid basats en cultius d’hibridomes in vitro a gran escala. Els
hibridomes poden créixer en cultius en suspensio, i per tant es poden cultivar en bioreactors
industrials semblants als que s utilitzen pel cultiu de bacteris o llevats, incorporant, pero, les
especificitats d’ aquestes cél -lules ja discutides anteriorment. Normalment, les concentracions
d’ anticossos monoclonals que s obtenen en aquests cultius son més baixes que les produides
in vivo, no obstant, el sobrenedant obtingut presenta un anic tipus d’ anticos monoclonal, de
manera que la purificacio resulta molt menys costosa. A més a més, la possibilitat
d’ optimitzar determinats parametres del cultiu permet millorar € rendiment fins a punt en
gue la produccié de I’ anticds monoclonal arriba a ser viable a nivell industrial (Zhou i col.,
1997).

2.3. OPTIMITZACIO DELS CULTIUS IN VITRO DE CEL-LULES ANIMALS.

Tal com s ha pogut veure en apartats anteriors, €l cultiu in vitro de cél-lules animals
suposa sovint la manera més apropiada de produir grans quantitats d’un ampli ventall de
proteines d’ elevat interés en els camps de la diagnos médica i la terapeutica. De totes
maneres, cal tenir en compte que €ls requeriments d’un cultiu de cél-lules animals com els
hibridomes sdon molt més complexes que els necessaris per cultivar microorganismes, i que, a
més a meés, les seves productivitats son normalment més baixes. Per aguest motiu sorgeix la
necessitat d optimitzar una serie d’aspectes relacionats amb € cultiu in vitro d’ aguestes
cél-lules per tal d’augmentar €l seu rendiment i fer-los viables economicament.

2.3.1. Definicié del medi de cultiu.

Els medis de cultiu utilitzats per les cél-lules animals son cars i complexes. Com ja
s ha comentat a |’apartat 2.1.4, un dels aspectes fonamentals a tenir en compte a I’ hora
d'intentar cultivar cél-lules animals és el medi de cultiu emprat. Es de vital importancia que
aquest s adapti al’ estratégia de cultiu escollida. Aixi doncs, una correcta formulacioé del medi
és un dels aspectesinicials en qué cal comencar atreballar al” hora d’ optimitzar el creixement
del cultiu cel-lular i millorar la producci6 del producte d'interés. Per arribar a assolir aquesta
optimitzaci6 del medi de cultiu cal realitzar una serie d’estudis previs que permetin
determinar quins son els principals nutrients que s esgoten inicialment i limiten el creixement
del cultiu, i quins d’ aquests nutrients originen els subproductes cel -lulars que poden arribar a
ser toxics pel cultiu (Sanfeliui col., 1997).
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Un altre aspecte que ha rebut |’ atencié de molts investigadors és obtenir una millor
definicié del medi al suplir € serum per compostos coneguts (Barnes i Sato, 1980; Glassy i
col., 1988; Shinmoto i Dosako, 1993; Sanfeliu, 1995). Els inconvenients que presenta la
utilitzacio del serum s han exposat anteriorment a |’ apartat 2.1.4. Cal tenir en compte, pero,
gue |’ elaboracié de medis sense serum és laboriosa, cal fer-la per a cada tipus cel-lular, i la
fragilitat de les cél-lules front I’estrés fisic en un medi sense serum augmenta. Per tant, la
reduccio de serum en el medi de cultiu sense perdua de les condicions optimes de cultiu sera
unamilloraaconsiderar en ladefinicio del procés.

2.3.2. Procés de purificacio.

En genera, € procés de cultiu cel-lular s'ha de dissenyar considerant € procés de
purificacié posterior i, idealment, s hauria d’ aconseguir una produccié amb una concentracio
elevada de cél-lules viables, i per tant de producte, en un medi quimicament senzill que
contingui €l minim de proteines i altres compostos que interfereixin en la purificaci6. Cal
tenir en compte que en aguests processos, quan e producte es destina a I'Us terapéutic,
I’elevat cost del procés de purificacid, que ve condicionat normalment per aspectes de tipus
regulador, que forcen a demostrar la puresa fins a limits extremadament rigorosos, domina
moltes vegades I’ economia global del procés industrial. Aquest fet fa que quan s optimitza el
proceés de forma global, I’ objectiu que es busca en I’ etapa de cultiu és la maxima concentracid
final del producte, i no tant la productivitat, com és el cas en productes meés basics i amb
menor cost de purificacié. No obstant, aguesta relacio en laintegracio entre el procés de cultiu
i el de purificacio també pot venir dominada per altres factors, com ara |’ estabilitat de la
proteina. En el cas de proteines poc estables, el factor que dictal’ operacio és obtenir un temps
de residencia baix del producte al reactor, que minimitzi la perdua de qualitat, i un procés de
purificacié que permeti tractar de formaimmediata el sobrenedant del cultiu.

2.3.3. Metabolisme i fisiologia cel-lular.

Cal tenir en compte que quan les cél lules es cultiven in vitro normalment es faforade
context (estrategies de cultiu en discontinu i medis altament rics), el que provoca un
comportament metabolic alterat. Es a dir, el cultiu cel-lular amb un medi normal, on substrats
com laglucosai la glutamina estan en concentracions elevades, provoca una desregulacio en
es fluxos d’entrada d' aquests substrats produint simultaniament una série de subproductes
toxics per a les cel-lules. Una forma d’ abordar aguest problema és mitjancant |’ optimitzacio
fisiologicometabolica. Aix0 es pot aconseguir amb la modificacié raonada dels fluxos
metabolics cel-lulars, o Enginyeria metabolica, que representa una eina de treball forca
atractiva a |I’hora de modificar els fluxos metabdlics, les vies d entrada de nutrients a la
cél-lula, I'eficacia dels processos d'obtencié d'energia, la produccié de subproductes
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inhibitoris del creixement o I’obtencié de proteines d’interés (Bailey, 1991; Fussenegger i
Bailey, 1998; Paredesi col., 1999).

Les cél-lules animals, i en particular els hibridomes, tenen un metabolisme i uns
mecanismes de regulacié complexes. El coneixement dels fluxos metabolics dels principals
compostos cel-lulars permet saber de quina manera la cél-lula utilitza els diferents nutrients
necessaris per a seu creixement. Aquestes dades poden ser utilitzades a I’ hora d’ optimitzar
d una manera racional e medi de cultiu, 0 bé poden donar indicacions sobre quins son els
fluxos metabolics importants que poden ser interessants modificar mitjancant técniques de
biologia molecular, per tal d obtenir un comportament diferent de les cél-lules.

Una dtra possible via d'actuacié és I'alteracio d’ alguna de les mdltiples rutes
cel-lulars a través de les quals s executa €l procés de mort cel-lular programada o apoptosi.
Aquest és un procés molt complex en qué es troben implicats un gran nombre de gens
activadorsi inhibidors (Bousquet i Shartou, 1995; Y uan, 1995). La utilitzacio de técniques de
biologia molecular per tal de sobreexpressar alguns dels gens inhibidors o inhibir alguns dels
gens activadors de |’ apoptosi representa una opcié prou valida al’hora d’ intentar inhibir o, s
més no, retardar I’inici de I’ etapa de mort cel-lular i aconseguir d’ aguesta manera allargar la
durada del cultiu (Dickson, 1998). Esimportant doncs, I’ estudi de la possible utilitzacio de les
cel -lules animals modificades genéticament per amplificar |’ expressio del producte d’interés,
aixi com també, a través de la inhibicio de |’ apoptosi, perllongar la durada del cultiu. En
gualsevol cas, ésimportant considerar la combinacié i integracio de les estratégies a nivell de
modificacié genética amb les corresponents al nivell de I’ operacié del cultiu.

2.3.4. Parametres fisicoquimics.

Un altre dels aspectes basics que ca tenir en compte a I’hora de cultivar in vitro
hibridomes és |a necessitat de mantenir els diferents parametres fisicoquimics del cultiu dintre
dels rangs optims de temperatura, pH, agitacio i oxigen dissolt tolerats per la cél-lula (Ozturk i
Palsson, 1991a i 1991b). Aixi doncs, cal conéixer quin és e valor optim de cadascun
d’ aquests parametres en la linia cel-lular cultivada, i disposar d’'un sistema de cultiu en que
tots aguests parametres estiguin controlats degudament.

2.3.5. Sistemes de cultiu.
L’ estratégia de cultiu emprada és un altre factor clau a |I’hora d’ obtenir un millor

rendiment del proceés. El cultiu in vitro de cél-lules animals es pot portar a terme mitjancant
dos sistemes diferents:
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= Cultius homogenis: Les cdl-lules creixen en suspensio. A la bibliografia es poden trobar
exemples de produccié amb cél-lules Iliures en cultius en discontinu, fed-batch i continu
sense i amb retencié cel-lular (perfusid). Tot i que les principals caracteristiques de
cadascun d’ aguests sistemes de cultiu s’ expliquen amb més detall a capitol 6, ala Figura
2.5 es mostren esquematicament alguns dels trets diferencials de cadascuna d aquestes
estrategies de cultiu per a cé-lules animals. En cultius en suspensié s assoleixen
concentracions cel-lulars en el rang de 10° fins a 10° cél-lulessml depenent del tipus
d estrategiai de lacel-lula utilitzada.

Medi
d’alimentacio
1) Discontinu 2) Fed-batch
Medi Sortida Med Recirculacié

d'alimentacio amb c&l-lules d’alimentacio 1 Medi
> e>ghaurit

Modul de
retencio

3) Continu 4) Perfusio

Figura 2.5. Diferents tipus d operacié amb reactors de tanc agitat per a cultius de cél-lules animals. 1)
Discontinu. Tots els components s addicionen abans del cultiu. 2) Fed-batch o discontinu alimentat. S addiciona
un corrent d’aliment concentrat durant I’ operacié. 3) Continu. S addiciona continuament un corrent d’aliment i
s extreu un corrent de producte amb cél -lules. 4) Perfusio. S addiciona un corrent d’aliment i S extreu un corrent
de producte, implementant-se un sistema de retencié per ales cél-lules extern o intern.

= Cultius heterogenis: Les cél-lules es troben immobilitzades. A la majoria dels casos
S utilitzen cultius en continu que reben el nom de cultius en perfusio. En el cas de cel-lules
animals adherents és |’ Unic tipus possible de cultiu. La utilitzacio de cdl-lules no adherents
immobilitzades pot solucionar una serie de problemes com son la proteccié de les cél -lules
de I’entorn fisic i I’assoliment de densitats cel-lulars més altes. No obstant, també poden
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presentar una serie de problemes, com ara limitacions per transferéncia de matéria i de
disminucio de la viabilitat cel-lular durant laimmobilitzacié. Un dels avantatges d' aquests
sistemes és que per algunes aplicacions permeten reproduir I’ estructura tridimensional
dels teixits, que és important per la funcionalitat de les cél-lules, per exemple en el
desenvolupament d’ organs artificials.

Aixi doncs, I’ optimitzacié del procés passa per definir i provar quina de les possibles
estrategies de cultiu en reactor de tanc agitat permet obtenir concentracions finals de producte
en el brou de cultiu més elevades i majors productivitats.

2.3.6. Monitoratge i control.

Un altre dels aspectes que pot ser important a I’ hora d’ optimitzar un cultiu in vitro de
cél-lules animals és la possibilitat de disposar de sistemes de monitoratge i control.
Inicialment, es considerava que I'increment en la productivitat d anticossos monoclonals
podia aconseguir-se amb una bona seleccié de la linia cel-lular d hibridoma i la millora del
medi (Fu i Barford, 1994), essent més recentment quan també s han incorporat eines de
monitoratge i control en aquesta optimitzacio.

Com ja s ha discutit previament, les limitacions imposades per les caracteristiques de
les cel-lules animals han limitat |’assoliment de sistemes de cultiu amb elevades densitats
cel-lulars, i tot i els esforgos en el disseny de reactors, encara és habitual operar a baixes
concentracions. Per tant, encara existeixen en aquests cultius possibilitats de millora per
intensificar els processos.

El proposit general en I’ optimitzacid és definir un conjunt de valors de les variables
subjectes a varies limitacions, que produiran la resposta optima per a la funcié objectiu
escollida. Per a cultiu de cél-lules, I’objectiu és manipular € procés a fi de perllongar la
longevitat del cultiu i mantenir la sintesi i secrecio d’ anticossos, 0 € que és el mateix: obtenir
el maxim possible de densitat cel-lular i mantenir la viabilitat cel-lular el maxim de temps
possible. El procés de control i optimitzaci6 industrial del cultiu d” hibridomes esta endarrerit
respecte els desenvolupaments d’ altres processos industrials. Les raons d'aixo son nombroses.
En primer lloc, ca assenyalar que alguns aspectes de com afecta € cultiu in vitro en
bioreactors, la fisiologia i € metabolisme de les cel-lules animals, i les alteracions de les
condicions de cultiu encara no estan ben caracteritzats des del punt de vista basic. Una altrade
les raons és la inexisténcia de models fiables per descriure €ls estats transitoris del sistema
biologic, tot i que s han realitzat avancos en la seva comprensio (Fu i Barford, 1994). A mésa
més, la implementacié d’ estrategies de control esta obstaculitzada per |’ escassetat de sensors
en linig, fiablesi robusts, de les variables més importants. Tot just comenca a estar disponible

22



Introduccio

la instrumentaci6 en linia dels parametres fisiologics claus que caracteritzen els processos de
cultiu cel lular. Aquesta situacié propicia que a nivell industrial, I’ operacié moltes vegades es
limiti a operar en sistemes en discontinu, suboptimitzats.

La disponibilitat de sistemes de mesura en linia que permetin conéixer en cada
moment la concentracio i la viabilitat cel-lular i la concentracié dels compostos claus del
cultiu, sbn una eina de treball essencia al hora de poder regular €l nivell dels compostos en
el medi de cultiu. A més, de forma generica també és interessant disposar de mesures en linia
del producte i I'activitat de les cél-lules. En les Ultimes dues décades, molts treballs s han
dedicat a desenvolupar métodes per obtenir informacié en linia sobre € comportament
cel-lular i poder aplicar un control d' addicié dels nutrients. Per aconseguir aguest objectiu els
diferents treballs publicats han seguit dues estrategies diferents. les aproximacions de control
d’ anell tancat i les de control d’anell obert. La primera utilitza diferents tipus de sensors o
d altres eines de tipus analitic per determinar la concentracié de la variable control en linia, i
estima el volum o cabal d’addicié en base a aquesta. Aquestes eines analitiques 0 sensors es
basen en un ampli rang de técniques, algunes de les quals es descriuen a capitol 4. Mentre
gue la segona es basa en utilitzar determinats models matematics (implementats dins d’un
programainformatic - software sensor) que a partir de lainformacié ja disponible estimen, en
temps real, una o varies variables del cultiu cel-lular que no son mesurables en liniai apliquen
I’ addici6 en base atrgjectories d’ alimentacid optimes.

El problema de controlar i optimitzar el procés dels cultius cel-lulars no és senzill, ja
que les variables son dificils de mesurar, la qualitat del producte juga un paper important, i 1o
normal és que els parametres estequiométrics del cultiu variin amb el temps. A mésameés, les
eines de control convencionals, com els controladors PID, no sdn apropiades per controlar un
procés adequadament, degut a la gran complexitat i incertesa del sistema amb cél-lules
animals (Fu i Barford, 1994). Per superar aquest tipus de dificultats, alguns autors han utilitzat
algoritmes informatics incorporant estratégies de control avancades, en que les variables de
control més comuns han estat la concentracio i el cabal de substrat (De Tremblay i col.,
1993). Aquests algoritmes s han utilitzat per optimitzar la productivitat del procés de cultiu i
el seu objectiu ha estat mantenir els nutrients del cultiu dins €l rang desitjat. L’ avantatge de
combinar I’addicié d’'un o varis substrats també ha estat discutida (Glacken i col., 1986; De
Tremblay i col.,, 1992), i també es troba a la bibliografia algun intent d’'aplicacié per
monitorar i controlar el procés amb eines com la intel ligencia artificial (Konstantinov i col.,
19944a) o com els software sensors (Pelletier i col, 1994).

La majoria de les estrategies de control es basen en la seleccio d’'un criteri d'addicio

per evitar possibles exhauriments de nutrients a nivells on aguests podrien ser limitants.
Aquestes implementacions amb criteris d’addicié es basen en I'gjust d'un cabal per a la
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manipulacio de I’ entorn cel-lular. En aguest sentit, alguns treballs publicats han desenvolupat
estrategies amb control de llag tancat, els quals disposen d’ una o varies mesures en liniade les
variables més rellevants del procés tant en cultius en fed-batch (Kurokawai col., 1994; Zhou i
col., 1995; Oh i col., 1996; Lenasi col., 1997) com en continus amb perfusié (Kyung i cal.,
1994; Konstantinov i col., 1996; Chuppai col., 1997; Ozturk i col., 1997a; Jorjani i Ozturk,
1999). Aixi doncs, € desenvolupament d’eines de monitoratge i control ha de permetre un
subministrament més optim dels diferents nutrients, de manera que gjudi a mantenir durant
més temps la viabilitat cel-lular, sense que aquesta es vegi afectada per la preséncia
d’ elevades concentracions de subproductes toxics (Glacken i col., 1986).

En € present treball s intenta maximitzar la concentracio de cel-lules viables, i de fet
el producte d'interes, per a I'hibridoma KB-26.5, mitjancant I'aplicacié de diferents
estratégies de cultiu, basades en eines d'instrumentacio i control, i informatiques, totes elles
desenvolupades i/o0 implementades al llarg d aquest treball. Els aspectes relacionats amb el
medi de cultiu i les solucions d’ alimentacio, aixi com la definicié d’ estratégies d’addicié es
valoren per a cada estratégia de cultiu. A més a més, son objecte d'estudi i discussié la
resposta i e comportament de les cél-lules d hibridoma davant les diferents condicions i
sistemes de cultiu provats durant aquest treball.
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