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RESUMEN

Se evaluaron cuatro nuevas formulaciones de medios de cultivos libres de
suero basados en la mezcla: MB02/RPMI con combinaciones adicionales de
glucosa e insulina, en estudios cinéticos en frascos agitados, con el objetivo
de aumentar la productividad volumétrica de la linea celular recombinante
Her-1. Las concentraciones de células viables maximas alcanzadas en las
cuatro condiciones estuvieron entre 4,6 - 5,3 x10° células/ml a diferencia del
control que fue de 3,7 x10° células/ml. En los medios de cultivo MRFO3 y
MRFO04 la velocidad especifica de produccién y la productividad se incremen-
taron en mas de 1,5 y 3 veces respectivamente, en comparacion a los resul-
tados obtenidos en el medio control (MB02/PFHMII).
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ABSTRACT

Four new serum-free media based on the MB02/RPMI mixture with addition-
al combinations of glucose and insulin were evaluated in kinetic studies in
shaken flasks, with the aim to increase the volumetric productivity of the Her
-1 recombinant cell line. The maximum viable cell concentrations in all condi-
tions were between 4,6 — 5,3 x10° cells/ml unlike the control which was 3,7
x10° cells/ml. In the culture media MRFO3 and MRF04, the specific produc-
tion rate and productivity increased by more than 1,5 and 3 times respective-
ly, compared to the results obtained in the control medium (MB02/PFHMII).
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INTRODUCCION

El Centro de Inmunologia Molecular (CIM) ha enca-
minado sus esfuerzos a desarrollar nuevos productos
para el tratamiento del cancer. Entre estos se en-
cuentra la proteina recombinante correspondiente al
dominio extracelular del receptor del factor de creci-
miento epidérmico humano (DEC-HER1), usada en
una formulacion vacunal que se encuentra en fase de
ensayos clinicos. Debido a los resultados satisfacto-
rios obtenidos en la clinica (Caballero et al., 2017) se
ha incrementado el numero de pacientes que usan
esta nueva vacuna, lo que ha contribuido a un au-
mento en su demanda.

El gen que codifica para esta proteina fue insertado
en el genoma de la linea celular HEK293, que provie-
ne de células embrionarias de rifidn humano (HEK,
del inglés: Human Embryonic Kidney Cells) transfor-
madas con ADN adenoviral tipo 5 (Graham et al.,
1977). El producto de esta transfeccion dio origen a la
linea celular recombinante HER-1 (transfectoma
HEK293/DEC-HER1), capaz de excretar DEC-HER1 al
medio de cultivo (Sanchez y Fernandez, 2007). La
plataforma productiva para la obtencion de esta pro-
teina se basa en el cultivo en medio liquido de la linea
celular Her-1 en bioreactores de tanque agitado en
modo perfusidn, con el empleo del medio de cultivo
libre de suero MB02/PFHMII.

En la actualidad este proceso presenta baja produc-
tividad volumétrica. Hecho que impacta en los costos
del proceso y dificulta la disponibilidad del producto
para la clinica. En este sentido, en la industria de bio-
procesos, el desarrollo de formulaciones de medios
de cultivo especificos para cada linea celular recombi-
nante ha permitido el incremento de la productividad
en los procesos de fermentacion, a través de un au-
mento en la velocidad especifica de produccién o de
la integral de células viables (Zang et al., 1995; Alta-
mirano et al., 2006; Liste-Calleja et al., 2014). El obje-
tivo en este trabajo es evaluar cuatro formulaciones
de medios de cultivo libres de suero para el aumento
de la productividad actual de la linea celular Her1.

MATERIALES Y METODOS

Se empled la linea celular Her-1 (Transfectoma
HEK293/DEC-HER1), que expresa la proteina corres-
pondiente al dominio extracelular del receptor del
factor de crecimiento epidérmico humano (DEC-
HER1).
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Medios de cultivo

Medio control: MB02/PFHMII (1:1) (Merck, Alema-
nia /Hyclone, Estados Unidos)

Medio basal: RPMI 1640 (Sigma, Estados Unidos)
suplementado con 10mM Glutamina (Sigma,
E.E.U.U), 3 g/L Cell Boost 5 (Hyclone, Estados Unidos)
y 5 mg/L Insulina (Sigma, Estados Unidos).

El medio de cultivo basal se mezclé en proporcion
1:1 con el medio de cultivo MB02 (Merck, Alemania)
suplementado con 3 g/L de Cell Boost 5 (Hyclone,
Estados Unidos). A partir de la mezcla se prepararon
cuatro nuevas formulaciones de medio, donde se
afiadieron diferentes concentraciones de glucosa e
insulina (Tablal).

Tablal: Medios de cultivo evaluados
Tablel: Evaluated culture media

Medios MB02/RPMI 1640 (1:1) suplementado con
de cultivos 5mM Glutamina, 3g/L Cell Boost 5, 5mg/L
Insulina
Glucosa (g/L) Insulina (mg/L)
MRFO1 2 2,5
MRF02 0 2,5
MRFO03 2 0
MRF04 0 0

Cultivo celular

Las células se expandieron inicialmente en frascos de
cultivos agitados en los medios de cultivo: control o
MRFO4. Para cada condicidn se tomaron 32x10° células
y se centrifugaron a 231g y 4 °C, durante 5 min, en tu-
bos de 50mL estériles y apirogénicos (CELLSTART Tube,
Greiner bio-one, Alemania). La concentracion inicial de
células viables para el estudio cinético en cultivo dis-
continuo fue de O,4x106 células/mL y el volumen inicial
de medio empleado fue de 40mL. Frascos T de 175 cm’
con las condiciones iniciales de concentracion de célu-
las viables y volumen de medio empleado fueron incu-
bados a 37 °C, bajo una atmdsfera de 5% de CO, y con
agitacion a 90 rpm. Se tomé diariamente 1ml de mues-
tra por cada frasco, a los cuales se les determind la
concentraciéon de células viables y la viabilidad celular
por conteo en camara de Neubauer, usando como mé-
todo de exclusion la tincién con el Azul de Tripano. Las
muestras evaluadas se centrifugaron a 231g y 4 °C,
durante 5 min. Los sobrenadantes se almacenaron en
viales a -40 °C para la posterior cuantificacién de DEC-
HER1 por el método inmunoenzimatico (ELISA).
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Cuantificacion de DEC-HER1 por ELISA

Las placas (High binding, Costar, EUA) se recubrie-
ron con el anticuerpo monoclonal hR3 (CIM) a 5 pg/
mL en una solucion tamponada de recubrimiento
(Na,CO3/NaHCO; 0,1 M, pH=9,6) y se incubaron du-
rante toda la noche a 4 °C. Se aplicaron 50 plL por
pozo del sobrenadante de los diferentes medios de
cultivo previamente diluidos (dilucién 1: 250 a 1:
500) en la solucion de ensayo: PBS al 0,05% de
Tween 20 (Sigma, EUA) y 1% de BSA (Sigma, EUA) y
se incubaron durante 1 h a 37 °C. Como primer con-
jugado se utilizé un anticuerpo de deteccidn biotini-
lado anti DEC-RFCE humano (R&D Systems, EUA),
diluido 1/2500 en la solucién de ensayo y se incubd
1 h a 37 °C. Como segundo conjugado se utilizé la
estreptavidina conjugada con peroxidasa de rabano
picante (R&D Systems, EUA), diluido 1/2000 en la
solucién de ensayo y se incubd 1 h a 37 °C. La reac-
cion se desarrollé con la adicion de la solucidn sus-
trato (1:1) de perodxido de hidrégeno y tetrametil-
benzidina (R&D Systems, EUA) y se detuvo con una
solucion de acido sulfurico 10%. Las lecturas de den-
sidad dptica se realizaron en un equipo lector de
placas (Organon Técnica Microwell System, Austria)
a 450nm de longitud de onda. La cuantificacién se
realizé extrapolando los puntos en una curva obte-
nida con un patron de DEC-Her-1, con un rango de
concentraciones de 0 a 500 ng/mLz. Al final de cada
incubacién a 37 °C por 1 hora, se lavaron las placas
con la solucién PBS al 0.05% de Tween 20 (Sigma,
EUA).

Analisis de datos

La integral del area bajo la curva de la concentra-
cion de células viables en el tiempo (ICV) fue determi-
nada mediante la férmula propuesta por Renard et al.
(1988).

_ n Xvo+Xv1
ICV—ZK=1( X0 (1 - 10))

La velocidad especifica de produccion (Qp) se deter-
mind mediante un andlisis de regresion lineal de la
concentraciéon de DEC-Herl contra ICV. La media de
Qp en el cultivo corresponde con la pendiente de la
linea (Porter et al., 2010).
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La velocidad especifica de crecimiento se calculd
empleando la ecuacién:

p= (In Xv1 -In Xvo) + (1 - to)

donde Xv; = concentracion de células viables en el
quinto dia de cultivo, Xv, = concentracion de células
viables al comienzo del experimento, t1 = tiempo
transcurrido hasta el quinto dia de cultivo (h) y t0 es
considerado cero.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el estudio se evaluaron cuatro nuevas formula-
ciones de medios de cultivo libres de suero (MRFO1,
MRF02, MRF03, MRF04) y como control el medio
MBO02/PFHMII, en cultivos discontinuos, a escala de
laboratorio. En las cuatro formulaciones evaluadas
las concentraciones de células viables maximas al-
canzadas a los 144 h de cultivo fueron superiores
comparadas con la del control. En las condiciones
MRF02, MRFO3 y MRF04 se alcanzaron las mayores
densidades celulares, entre 4,26 - 5,27 x10° células/
mL a diferencia del control que fue de 3,67x10°
células/mL (Fig. 1A).

Durante las primeras 96 horas de cultivo, se obser-
vé un comportamiento similar en la viabilidad celu-
lar de todas las condiciones evaluadas y el control
(90%-94% de viabilidad). Luego en el medio control
se evidencié una marcada disminucién hasta un 30%
a las 168 horas. Las nuevas formulaciones evaluadas
por el contrario evidenciaron valores de viabilidad
entre 85%- 90%, a este tiempo (Fig. 1B).

Las velocidades especificas de crecimiento fueron
similares en todas las variantes ensayadas, en un
rango entre 0,015-0,018 h™. Sin embargo, para la
integral de células viables los valores alcanzados
fueron superiores y se obtuvieron los mejores resul-
tados en los medios MRF02, MRFO3 y MRF04 (Fig.
1C).

Las velocidades especificas de produccién obteni-
das en los medios MRFO3 y MRF04 mostraron valo-
res superiores en 1,5y 1,7 veces respectivamente,
comparados con el control, a diferencia de las de-
mas condiciones (Fig. 1D).
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Figura 1: Parametros cinéticos de crecimiento y produccién de la linea celular Her-1 cultivada en las diferentes formula-
ciones de medios de cultivo a 37°C, bajo una atmdsfera de 5% de CO, y con agitacidn a 90 rpm. (A) Concentracién de célu-
las viables, (B) Viabilidad celular, (C) Integral de células viables y (D) Velocidad especifica de produccién.

Figure 1: Kinetic parameters of growth and production of the Her-1 cell line cultured in the different formulations of cul-
ture media at 37°C, under an atmosphere of 5% CO, and with agitation at 90 rpm. (A) Viable cells concentration, (B) Cell
viability, (C) Integral of viable cells and (D) Specific production rate.

En cuanto a la concentracién maxima de DEC-Herl canzados en los medios de cultivo MRFO3 y MRFO04,
se observé que en todas las condiciones evaluadas que fueron 2,7 y 3 veces mayor en comparacion al
se alcanzaron valores superiores con respecto al medio control (Fig. 2), respectivamente.

control, siendo mas significativo los resultados al-
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Figura 2: Concentracion maxima de DEC-Herl determina-
da por ELISA a las 192 horas de cultivo. Las barras de error
indican la desviacién estandar de los titulos obtenidos.

Figure 2: Maximum concentration of DEC-Herl deter-
mined by ELISA at 192 hours of culture. The error bars
indicate the standard deviation of the obtained titles.

El aumento de la productividad de aproximadamen-
te tres veces respecto al control de los medios cultivo
MRF03 y MRF04, se debe a que en ambos medios se
evidencié un alargamiento de la fase exponencial de
crecimiento celular y un aumento tanto en la integral
de células viables como en la velocidad especifica de
produccion con respecto al control (Fig. 1Cy 1D).

Centrandonos en los valores de viabilidad celular a
las 192 horas de cultivo (Fig. 1B) y velocidad especifi-
ca de produccion (Fig. 1D), se puede observar que
estos eran mayores en los medios que contenian me-
nor cantidad de insulina. La insulina aumenta el con-
sumo de glucosa en células HEK-293 mediante un
incremento en la expresion de GLUT-1 (Cipolletta et
al., 2009). Este aumento en el consumo de glucosa
provoca que la misma sea metabolizada preferente-
mente por la via glicolitica hacia piruvato y este es
convertido en lactato, ademas de entrar al ciclo de
Krebs por la acetilCoA. Altas concentraciones de lac-
tato en el entorno celular pueden llegar a ser téxicas,
relacionandose con la inhibicién del crecimiento celu-
lar y la expresion de proteinas (Cruz et al., 1999; Liste
-Calleja et al., 2015; Martinez-Monge et al., 2019).

Después de la evaluacidn de los diferentes medios
de cultivos se propone la sustitucién de la formula-
cién MBO02/PFHMII por el medio MRFO4. La base de
esta selecciéon se basa en el incremento en la veloci-
dad especifica de produccién, la integral de células
viables y la concentracion maxima de DEC-Herl
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alcanzada en dicha formulacion para estas condicio-
nes experimentales. Ademads, al presentar menor
cantidad de aditivos se reduce el costo de obtencién
de esta molécula.
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