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Inventia se refera la un procedeu de producerea unui virus intr-o cultura agregata
micropurtitor-celuld, pentru producerea unei cantitdti de vaccin antigen viral. Procedeul
este exemplificat cu celule MRC-5 perfuzate, cultivate pe micropurt&tori inveliti in sticla
si infectate cu virusul hepatitei A.

Este cunoscut din EP 0583142 un procedeu reproductibil la scara inalta pentru
producerea de virus de hepatitd (HAV), produsul final continand suplimentar proteina,
carbohidrati, lipide, ADN si ARN-ul caracteristic.

Este, de asemenea, cunoscut din US 4448884, un micropurtator pentru
ancorarea celulelor cultivate pe micropurtdtori sferici dintr-un material polimeric cu o
densitate de 1 g/cm?® care au un strat din sticla de siliciu.

Se cunoaste, de asemenea, cd multi virusi si proteine terapeutice se obtin prin
celule dependente de ancorare, in care atasarea celulei de o suprafatad este o cerintd
pentru cresterea celulei si pentru functia chctata a liniei de celule. Cand sunt necesare
cantitati mici se folosesc baloane multiple-T si sticle Roller pentru a furniza suprafata
necesara. Alte sisteme accesibile comercial, ca de exemplu uzinele de celule Nunc (Nunc
Cell Factories) si cuburile Costar (Costar Cube) au suprafete marite ceea ce are ca efect
o productivitate crescutd per unitate de bioreactor. Cu toate acestea, aceste sisteme
necesita unitati bioreactor multiple, pentru cantitdti mari si de aceea prezinta limitari in
cazul productiei comerciale.

S-au elaborat diferite sisteme in pat compact, care includ reactoarele cu fibre
goale in interior, pat compact de sfere, pat compact de fibre orientate aleator si monoliti
ceramici porosi. Aceste sisteme prezinta dificultatea mentinerii rezervei nutritive la celule
in reactor datoritd configuratiei si restrictiilor cailor de transport a agentului nutritiv
datoritd cresterii celulelor. Reactoarele cu fibre cu interiorul gol se bazeaza pe difuzia si
curgerea Starling a mediului de-a lungul compartimentului celulei (vezi J. M. Piret (1989],
B. C. D. Thesis, Dept. Of Chem. Eng. Mass. Inst. Technology, August 1989). Penetrarea
agentului nutritiv prin difuzie este adecvatd numai dacé adéncimea acumularii celulelor
pe fibre este controlabild si uniformd, ceea ce nu se intdmpla n aceste reactoare.
Curgerea Starling descreste pe masura cresterii celulelor, datorita rezistentei crescute
a curgerii creatd de cresterea celulelor. Aceasta reduce amestecarea in camera de
crestere a celulelor. Paturile de méargele sau fibre compacte aleator se bazeaza pe
convectia fortatd si ambele sunt predispuse spre crearea de canale prin zonele cu
rezistentd hidraulicd mai mica, by-pasarea suprafetelor cu densitate mai mare si care
pot contine celule. Monolitii ceramici porosi sunt mai buni din acest punct de vedere, dar
prezintd o bioancrasare. Pe méasura ce celulele cresc pe suprafata pe care se aseaza
ele pot restrange sau chiar sa ocluzioneze céile de curgere ale mediului (J. E. Putnam
s. a., Ann. Mtg. Soc. Ind. Microbiol., Orlando, Florida, Aug. 1, 1880). In cazul
monolitului ceramic, cresterea celulelor duce la restrictia canalului astfel ca se produce
o crestere a rezistentei hidraulice a curgerii. Mediul curge, astfel, preferential prin alte
canale paralele si rezultatul este c& canalul cu cea mai mare crestere a celulelor
primeste cel mai putin mediu. Datoritd acestor heterogenitati in microambianta celulara
si a potentialului limitat de extindere aceste reactoare au un succes limitat, nu se
cunoaste nici un vaccin unam sau terapeutice obtinute prin aceste sisteme omologate
in SUA.

Este cunoscuti utilizarea elementelor solide de amestecare statica in cultura de
celule si virusi, (vezi Grabner si Paul, US 4 296 204). Folosirea unei site pentru cultura
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tesuturilor primare care contin cateva tipuri de celule este prezentata in US 4 963 489
si 5 160 490. Tesutul rezultat dintr-o culturad pe sitd de fibroblaste stromale este
revendicat in US 4 963 489. Folosirea elementelor de amestecare firs miscare ca
suprafata pentru cresterea celulei asigurd un transport uniform al agentului nutritiv la
populatia de celule. Extinderea, curitarea si sterilizarea rdman probleme ce trebuie
rezolvate pentru aplicarea acestor sisteme bioreactor. in plus, biomasa in aceste
sisteme nu poate fi monitorizata direct in timpul cultivarii. De aceea, trebuie folosite
masuri indirecte ale masei de celule pentru caracterizarea performantei bioreactorului.
Din aceleasi motive, indepértarea produsului asociat celulei poate fi, de asemenes,
problematica cu aceste configuratii ale reactorului.

Tehnologia cu micropurtitor asigurd o cantitate mare de suprafatd pentru
cresterea celulelor pe bile sferice mici (90...250p) care sunt suspendate intr-un
bioreactor de tip vas cu agitare. Se pot realiza rapoarte mari de suprafata la volum, ceea
ce are ca efect un sistem de productie foarte eficient raportat la volumul bioreactorului.
Tehnologia asigura o culturd omogen3 de celule care permite cuantificarea masei de
celule si recoltarea produsului asociat celulei n timpul cultivarii. Deoarece bioreactorul
este un vas cu agitare se pot aplica cu usurint3d curatarea si  sterilizarea, cat si
proiectarea reactorului care sunt cunoscute din industria de fermentare. Obtinerea pe
scara comerciald a polivaccinului folosind micropurtatori, la scard de 1000...1500 |,
ilustreazd potentialul de extindere. Producerea comerciald a vaccinului antirabic si a
vaccinului mana si picior, folosind cultura cu micropurt&tor, ilustreaza potentialul de
extindere al acestei metode.

Desi multe linii de celule si virusi au fost preparate pe micropurtdtori, sunt inca
multe probleme de rezolvat pentru implementarea acestei tehnologii pe scara
comerciald. Este dificil de realizat un ambient cu forfecare joasa pe parcursul cultivarii
si mentinerii unei culturi viabile pentru formarea produsului pe perioada de cultivare
prelungita. Alegerea micropurtitorului adecvat si a conditiilor de culturs este deseori
critica in obtinerea produsului dorit. Propagarea hepatitei A constituie un exemnplu bun
al acestei probleme. Junker, B.s.a. ((“Evaluation of a Microcarrier Process for Large
Scale Cultivation of Attenuated Hepatitis A", Cytotechnology, vol.S, 1-3,1992) au descris
evaluarea micropurtatorilor CYTODEX 3 ca substraturi pentru cresterea celulelor MRC-5
si infectarea ulteriora cu virusul hepatitei A. O contributie majora la titrul scdzut al
hepatitei A din culturile micropurtitor s-a atribuit faptului ca celulele se desprind treptat
de pe bile In timpul perioadei de infectie. Bazat pe aceste rezultate, tehnologia cu
micropurtatori s-a prezentat a fi ne-optima pentru obtinerea pe scard comercialad a
virusului hepatitei A. Deoarece cultura virusului hepatitei A este exemplificats in prezenta
inventie, se va prezenta in continuare o scurta trecere in revista a metodelor folosite
pentru cultura acestui virus.

In 1973, Feinstone s.a. (Science 182, p.1026) a identificat agentul etiologic al
hepatitei infectioase, cunoscut ulterior ca virusul hepatitei A (HAV), folosind microscopia
electronica imuna. Cultura in vitro a virusului hepatitei A (HAV] a fost raportata pentru
prima dat& de Provost s.a.(P.S.E.B.M. 160, p.213, 1979), conform unui procedeu in
care s-a folosit ficat de maimut infectat ca inocul pentru cultura de explant de ficat si
cultura de celule de rinichi de fetus rhesus (FrhKB) (SUA 4 164 566). Intr-o inventie
ulteriord, inocularea directd a HAV care nu a fost trecut anterior printr-un primat
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subuman s-a folosit cu succes pentru initierea propagarii in vitro a HAV (Provost s.a.,
P.S.E.B.M. 167, p.201 (1981); US 5 021 348).

O alta lucrare a fost aceea in care s-a demonstrat eficacitatea productiei atat a
virusului viu atenuat (Provost, s.a., J.Med. Viol. 20, p.165 {1986]) si HAV inactivat cu
formol (HBV. US 4 164 566; US 5 021 348; Provost s.a. in Viral Hepatitis and Liver
Disease, p.83-86, 1988-Alan R.Liss, Inc). Din lucrarea anterioaré a devenit clar ca sunt
candidati posibili pentru vaccin atat HAV imunalogic inactivat cét si atenuat. Totusi, este
necesar un procedeu pe scard comerciald reproductibil pentru obtinerea antigenului de
puritate inaltd dacd se doreste un vaccin HAV sigur si accesibil comercial, pentru
utilizare la om.

Se cunosc diferite metode pentru cultura HAV in vederea producerii vaccinului.
Astfel, Provost s.a. (US 5 021 348) au descris un procedeu in care, intr-o metoda
preferat3, o culturd de celule MRC-5 s-a infectat cu HAV. Conform descrierii, virusul si
celulele s-au crescut conform unei metode conventionale intr-un monostrat. inUs 4783
407, HAV s-a crescut in celule Vero (un tip de celule de rinichi de primat). InUS 4 301
209 s-a descris producerea de HAV cu titru ridicat intr-o unitate capilara cu fibre cu
interior gol. In US 4 412 002 s-a descris un procedeu in care HAV s-a izolat din celule
infectate persistent. in EP 0 302 692 este prezentatd cultura HAV in sticle rotative. In
toate aceste sisteme, obtinerea pe scard largd a HAV necesar pentru obtinerea
comerciald nu a fost usoard sau a fost limitatd sever de cantitatea de suprafata
accesibild pentru fasia celulara pentru infectarea cu HAV.

in 1984, Windel s.a. au publicat propagarea hepatitei A tip salbatic intr-o linie de
celule de rinichi de fetus de maimuta rhesus (FRh-K) crescute pe micropurtatori
CYTODEX 3 la 37°C (Windell, A s.a., “A Microcarrier Cell Culture System for Large Scale
Production of Hepatitis A Virus®, J. Of Virological, Methods, Vol. 8, 63-71, 1984). Nu
s-a mentionat stergerea celulelor sau agregarea micropurtatorului folosind micropurt&tori
ca suprafata de crestere pentru celulele FRh-K. Deoarece acelasi sistem micropurtator
a fost gasit de Junker s.a. ca neadecvat pentru producerea virusului atenuat in MRC-5,
aceste sisteme de culturd sunt, in mod clar, foarte diferite. De aceea, linia de celule
diploide umane MRC-5, care este preferata liniei de celule FRh-K obtinuta de la maimute
pentru producerea unui vaccin uman nu poate fi cultivata cu succes pentru producerea
vaccinului hepatitei A folosind procedeul descris de Widel, datorita tendintei celulelor
MRC-5 de a forma agregate ale micropurtatorului. Deoarece metodologia descrisa de
Widel este limitatd la celulele FRh-K la care nu s-a mentionat agregarea si stergerea
celulei, nu se cunoaste din aceasta lucrare cum pot fi depasite aceste probleme atunci
cand se folosesc celule MRG-5.

Agregarea celulelor in culturd de micropurtatorceluld este foarte obisnuitd si s-a
mentionat in publicatii de specialitate incé de la mijlocul anilor “70. Cu toate acestea,
doar céateva lucrari se ocupa in mod special de aceastd problema. Céateva publicatii
relevante sunt discutate in cele ce urmeaza.

Vairani, s.a. (1983) au comparat cresterea celulelor diploide si a doud linii de
celule transformate pe micropurtatori inveliti n sticld cu cea pe micropurt&tori incarcati
cu DEAE-dextran (Varani, J. s.a., ‘Growth of Three Established Cell Lines on Glass
Microcarrier” Biotech. And Bioeng., vol. 25, 1358-1372, 1983). Agregarea
micropurtatorului s-a produs cu toate cele 3 linii de celule pe micropurtatorii inveliti in
sticla in timp ce pe micropurtitorul dextran s-a agregat numai o singura linie continua
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de celule. Microscopia electronica de baleaj (SEM) ilustreaza o diferentd dramatica intre
modul de atasare al celulelor de cele doua suprafete. In culturile cu micropurtator de
sticld, celulele se ataseaza prin filopodii lungi in timp ce cu micropurtdtorii dextran DEAE
atasarea are loc de-a lungul intregii muchii a celulei. Aceast3 diferentd in mecanismul de
atasare poate fi un factor important in stabilitatea constatatad de nai a sistemului MRC-
9/Solohill invelit in sticla fata de sistemele MRC-5/dextran.

Goetghbeur si Hu (1991) au demonstrat ci poate fi indusa formarea agregatelor
celulare pentru un numar de linii de celule n prezenta microsferelor incarcate, cu un
diametru de aproximativ 20 microni {micropurtatorii au in mod curent 20-250 H
Goetghebeur, S si W.S. Hu, “Cultivation of Anchorage-Dependent Animal Cells
Microsphere-Induced Aggregate Culture”, Appl. Microbial. Biotech., vol.34, 735-741,
1891). Doua linii de celule transformate crescute in acest mod s-au gasit ca populatii
multistrat si nu disperate. S-a crescut, ca agregate, si o linie de celule diploid, pe aceste
sfere, dar forma celulei a fost neregulats, vezi US 5 114 855. Deoarece sferele folosite
in lucrarile lui Hu sunt mult mai mici decat micropurtatorii conventionali, formarea
agregatului descris n prezenta inventie nu intra in domeniul acoperit de brevetul lui Hu.
Este improbabil ca o reducere a intervalului din brevetul lui Hu s fie aplicabila pentru
obtinerea hepatitei A.

Borys si Papoutsakis (1992) au investigat caile de inhibare a formarii agregatelor
celulare pe celule ovariene K1 de hamster chinezesc crescute pe micropurtdtori
CYTODEX 3 (Borys, M. C., si Papoutsakis, “Formation of Bridges and Large Cellular
Clumps in CHO-cell Microcarrier Culturea:Effect of Agitation, Dimethyl Sulfoxide and Calf
Serum”, Cytotechnology, vol.8, 237-248, 1992). Accentul in aceasts lucrare s-a pus pe
supracresterea liniilor de celule transformate in timpul culturii pe micropurtator si nu
s-a referit la cresterea linilor de celule diploide ca agregate pe micropurtatori. Agitarea
maritd reduce agregarea si creste moartea celulelor ca urmare a ruperii puntilor
celulare dintre micropurtatori. Studiile noastre, prezentate in inventia de fata, cu MRC-5
s$i micropurtatori inveliti in sticld sunt in concordanta cu aceste rezultate. Am gasit c3
agitarea reduce viteza de agregare a celulelor MRC-5 in sistemul micropurtator invelit
in sticla si mareste moartea celulelor. Am gasit, de asemenea, c& agregarea este un
fenomen ireversibil in conditiile de cultura.

Un volum important de lucréri s-a facut pentru inducerea cresterii ca agregate
celulare a linilor de celule continui. Tolbert s.a. (1980) au publicat unele rezultate
preliminare si au citat un brevet despre “adaptarea linilor de celule la cultura in suspensie
" (Tolbert, W.R.,s.a., “Cell Aggregate Suspension Culture for Large-Scale Production of
Biomolecules®, In Vitro, vol.16(6), 486-490, 1980). Deoarece celulele MRC-5 sunt
diploizi umani ei necesita dispersia celulei pentru activitate biologica si de aceea nu sunt
verificabili prin aceasta aproximare.

Astfel, desi existd date referitoare la cresterea celulelor MRC-5 pe micropurtatori
de sticla ca agregate celuld-micropurtator si c& hepatita A poate fi obtinutd dintr-o
culturd pe micropurtdtor CYTODEX 3, instabilitatea sistemului celuld MRC-
S/micropurtdtor CYTODEX 3 i-a facut pe specialisti s& creadd ca cultura pe
micropurtator nu este adaptabild producerii eficiente de HAV. Este prezentat in inventia
de fatd cd existd un un singur sistem agregat micropurtitor stabil care rezolva
problemele mentionate anterior in obtinerea hepatitei A din celule MRC5 pe
micropurtatori. Se prezintd si metodologia integrarii procedeului de purificare HAV.
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Prezenta inventie se referd la un procedeu pentru producerea unui virus intr-o
cultura agregaté micropurtitor-celuld care cuprinde retinerea unei populatii de celule intr-
o stare atasatd si agregatd, pentru producerea unei cantitdti comerciale de antigen
vaccin viral.

Procedeul pentru producerea unui virus intr-o cultura agregatd micropurtator-
celuld care cuprinde retinerea unei populatii de celule intr-o stare atasata si agregata,
fara desprinderea celulelor de micropurtatori chiar intr-o faza de infectare prelungita,
pentru producerea unei cantitati de vaccin antigen viral, inlaturéd dezavantajele de mai sus
prin aceea ca el cuprinde etapele:

a) prepararea micropuratorilor inveliti in sticld, care constau din nvelirea unor bile
de polistiren de marime si densitate predeterminate,invelite intr-un strat subtire de sticld
cu densitatea de 2,4 g/ml, preferabil micropurtatori de polistiren inveliti in sticla si
colagen, prin hidratarea, sterilizarea si echilibrarea respectivilor micropurtatori intr-un
mediu de culturd, intr-un bioreactor adecvat pentru cultivarea celulelor susceptibile la
infectare cu un virus;

b} inocularea celulelor intr-un mediu de culturd adecvat, la o concentratie
suficientd pentru a realiza o atasare uniforma a celulelor la micropurtatori, astfel incit
fiecare micropurtdtor sa aibe 1...10 celule/micropurtdtor, preferabil 5...10
celule/micropurtator, folosind o viteza de agitare egald cu viteza de realizare a unei
suspensii, care este viteza minima de agitare necesara realizarii unei conditii in care nici
un purtdtor nu std mai mult de aproximativ 1 s pe fundul bioreactorului cu agitare, la
un pH de 7,6...7.9;

c) cresterea celulelor inoculate si atasate in faza logaritmica tarzie sau la cea
stationara incipientd cu un control al pH-ului si cu completarea mediului suficient pentru
a asigura nutritia adecvata a celulelor si controlul marimii agregatului si o viteza de
agitare suficient de lentd pentru a permite formarea eficientd a agregatului
micropurtatorcelula, dar suficient de rapid pentru a mentine toti micropurtatorii in
suspensie, timp de aproximativ 6 zile;

d) infectarea agregatului micropurtdtor-celuld in faza logaritmica térzie sau
stationara incipientd cu virus, folosind un stoc de virus infectios pentru infectarea
celulelor la multiplicitate de infectare, de aproximativ 0,05...1, de preferinta O,1.
Perfuzia se stopeaza 2 h, in timpul de infectare pentru a permite atasarea virusului la
celule apoi se restabileste perfuzia si cresterea virusului o perioada de timp ce variaza
in functie de tipul virusului, perioada suficientd pentru obtinerea unui randament maxim
de virus pentru recoltare;

e) recoltarea si recuperarea virusului din cultura de agregate micropurtator-celuld,
unde recoltarea virald cuprinde intr-0 prima etapa oprirea agitarii si celulele infectate cu
virus atasate la micropurtadtori sedimenteaza sub actiunea gravitatiei.

Prin aplicarea inventiei se obtin urmatoarele avantaje:

- cresterea randamentului;

- conditiile tehnice de aplicare a procedeului sunt usor de realizat.

Producerea hepatitei A in celulele MRC-5 s-a dovedit a fi problematicd, datorita
desprinderii celulelor de pe micropurtator in timpul perioadei de infectie. Utilizarea
sistemului micropurtator invelit in sticld si metodologia descrisa rezolva aceasta problema
prin crearea unui agregat micropurtdtor-celuld stabil capabil de a mentine celulele in
stare viabild pentru obtinerea in conditii de maxim in culturd cu micropurtator. Procedeul
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este aplicabil la obtinerea altor virusi in care poate fi maritd productivitatea virusului prin
crearea unor culturi stabile, in timpul unei perioade prelungite de infectie. Experientele
cu CYTODEX 3, un micropurtator cu invelis de colagen este in concordanta cu rezultatele
care aratd c3 in respectivul sistem formarea agregatelor a fost neregulata si productia
celulelor a fost instabild la intrarea in faza stationard. In contrast cu cele de mai sus, am
descoperit un procedeu pe baza de micropurtator invelit in sticld care sustine cultura de
celulad timp indelungat. S-a elaborat, de asemenea, o metoda de rupere a agragatelor
micropurtator si de lizare a celulelor cu un sistem tampon detergent. Nucleele raman
intacte in timpul acestui procedeu astfel ca ele pot fi filtrate naintea de inceperea
procesului de purificare. Lizatul este apoi supus prelucrarii in aval, conform procedeelor
de purificare cunoscute a virusilor. Aplicatiile acestui procedeu includ obtinerea oricarui
virus care poate fi propagat intr-o culturd de micropurtator agregat si recuperat din
bioreactor. Celulele dependente de ancorare care pot forma culturi agregate includ MRC-
5, Vero si fibroblaste de embrion de pui. Virusii care pot fi propagati in aceste celule
gazda includ, dar nu se limiteaza la hepatita A, varicela, pojar, hion, rubeola, poliovirusul,
virusul Herpes si Rotavirusul.

Tn aceasta lucrare s-a demonstrat atenuarea HAV printr-o cultur3 in vitro. In plus,
s-a demonstrat prin treceri repetate in vitro, ca culturile HAV devin mai productive si
viteza de replicare s-a accelerat pe masura ce virusul s-a adaptat la celulele cultivate.

Procedeul oferd o utilizare a avantajelor dovedite pe scara comerciala a
tehnologiei micropurtitor pentru cresterea celulei in producerea vaccinurilor virale, cum
ar fi hepatita A, care necesitd timpi de culturd prelungiti. Aplicarea cu succes a
tehnologiei micropurtator pentru producerea hepatitei A sau a altor produsi in care
cultivarea se extinde in faza stationard se datoreaza selectiei adecvate a sistemului
micropurtator-celuld care produce agregate care asigurd microambianta pentru
viabilitatea prelungitd a celulei si formarea produsului. Formarea agregatelor, asa cum
se descrie in prezenta inventie, protejeazad celulele de forfecarea generatd de
suspendarea micropurtatorilor. Agregatele au aproximativ 50...60% spatiu gol care
asigura transportul prin convectie a agentilor nutritivi prin agregat si micsoreaza
densitatea agregatului pentru o mai usoara suspendare a particulelor. Formarea
agregatului asigura, de asemenea, contact apropiat celuld la celuld, cresterea dispersiei
infectiilor virale celuld-celuld si asigura contacte de tip tesut pentru formarea produsului.

Inventia se refera la un procedeu pentru replicarea si cresterea virusilor intr-o
cultura agregat micropurtator-celuld. Aplicarea pentru vaccinuri a acestui procedeu
include producerea oricarui virus care poate fi propagat intr-o culturd agregat
micropurtator-celula si recuperarea din bioreactor. Celulele dependente de ancorare care
pot forma culturi agregate includ, dar nu se limiteazd la MRCG-5, W 138, Vero si
fibroblaste de embrion de pui. Virusii care pot fi propagati, in aceste celule gazda , includ
dar nu se limiteaza la hepatita A, pojar, oreion, rubeold, poliovirus, virusul herpesului si
Rotavirusul. Conform procedeului, celulele se cresc la o densitate optimd pe
micropurtatori inveliti si se infecteaza cu virus. Conform unei realizari a prezentei inventi,
culturile se perfuzeaza cu mediu in etapele de crestere a celulelor si de infectie cu virus.
La sfarsitul infectarii se recolteazd micropurtatorii. Virusul produs este colectat fie din
supernatant, fie din celulele lizate. In cazul virusilor asociati celulei care nu sunt eliberati
n mediu sau virusii care necesita etape suplimentare pentru eliberarea cu randament
satisfacator (cum ar fi congelare /decongelare sau forfecarea fluidului) se poate folosi
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metoda de recoltare descrisa in prezenta inventie pentru eliberarea virusului din culturile
agregate micropurtator-celuld. Recoltarea poate implica forfecarea fluidului sau
forfecarea fluidului cuplatd cu un detergent pentru a permeabiliza celulele.

Celulele MRC-5 perfuzate cultivate pe micropurtatori inveliti in sticld si infectati cu
virusul hepatitei A exemplificd procedeul prezentei inventii. Un element important in
producerea virusilor cu micropurtdtor perfuzata este stabilitatea populatiei de celule in
procesul de infectare. Observatia aceasta este deosebit de importantd pentru virusii cu
crestere lenta cum ar fi virusul hepatitei A (HAV). in producerea HAV, celulele preferate
sunt MRC-5, desi se pot folasi celule similare cum ar fi W138 sau VERO, care sunt
acceptabile pentru producerea vaccinului uman. In cazul culturii HAV si MRC-5, populatia
de celule trebuie s& rdmana stabild in timpul procesului de infectare de 21 zile. In timpul
acestei perioade, celulele sunt in faza stationara.

In studiile de selectare a micropurtatorilor efectuate pe micropurtatori din diferite
surse ca Pharmacia (CYTODEX 1,2 &3), Solohill Laboratories (invelite in sticld si
colagen), Mat Tek [Plastek) si Mitsubishi Kasei (Diacarrier) s-a descoperit ca numai bilele
de polistiren nvelite in sticla Solohill dau o culturd stabila in faza stationara. In acest
sistem, celulele MRC-5 cresc in agregate micropurtdtor care isi maresc dimensiunea pe
masurd ce cultura se desfasoars. In selectarea diferitelor sisteme micropurtitor, pentru
aplicarea comerciald, este uzual sd se selecteze tipurile de micropurtator, care produc
agregare semnificativd a liniei de celule folosite. Cresterea agitarii, reducerea
concentratiei de calciu si reducerea concentratiei serului sunt metode obisnuite folosite
pentru minimizarea sau eliminarea agregarii. In sistemul MRC-5, s-a descoperit c& prin
tehnici de cultivare adecvate, sistemul micropurtator, nvelit Tn sticld formeaza o
structura agregat cu celulele MRC-5, care este un ambient ideal pentru propagarea
virusilor pentru producerea vaccinului. Agregatul se formeaza prin punti celulare, prin
intermediul contactului celuld-celuld. Pe mdsura ce numarul de micropurtatori creste,
celulele cresc in spatiul gol furnizand o morfologie de crestere similara tesutului. Spatiul
gol este de 50 sau 60 % din volumul agregatului, asa cum este ilustrat in fig. 19, in timp
ce masa de celule ocupa numai 1...2% din acest spatiu. De aceea, spre deosebire de
sistemele bioreactor sau de metodele de imobilizare care implica limitari ale difuziei in
masa de celule, celulele sunt distribuite in agregat cu suficient spatiu gol pentru
transportul prin convectie al agentilor nutritivi si a produsului prin bile. Agregatul este
rezistent la variatile de pH si EDTA la concentratii pana la 1 mM ceea ce indica ca
legaturile receptorului, care sunt probabil implicate in formarea agregatului, nu sunt
necesare pentru mentinerea structurii agregatului. Deoarece agregatele pot fi disociate
complet prin tripsinizare, structura agregatului este, cel mai probabil, mentinuta prin
proteinele matricei extracelulare secretate de celule. Alte sisteme MRC-5/micropurtator
formeaza agregate care nu au stabilitatea celui obtinut cu micropurtatorii inveliti in sticla
si descris in prezenta inventie. De aceea, selectarea micropurtatorilor nveliti in sticla
pentru cultivarea celulelor are ca rezultat crearea unei structuri agregat stabile pentru
propagarea virusilor in producerea vaccinului.

Odata ales micropurtdtorul invelit in sticld pentru cresterea celulelor pe baza
stabilitatii in faza de infectie, urmeaza folosirea conditiilor adecvate de cultivare pentru
formarea agregatului uniform. Fig. 16-18 ilustreazd formarea agregatului prin
metodoiogia descrisa in prezenta inventie. Formarea unui agregat predeterminat si
uniform este importantd pentru alegerea unui astfel de sistem in obtinerea pe scara
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comerciald a vaccinului viral. In primul rand, atasarea celulelor trebuie sa fie uniformsa
pe populatia de micropurtétor, deoarece agregarea se produce prin interactii celuls-
celula si nu prin interactii celuld-micropurtator. Aceasta se cunoaste din aceea c3 bilele
care nu au atasate celule raman ca atare in timpul cultivarii in timp ce agregarea are loc
cu micropurtdtori care au celulele atasate. In conditi de atasare adecvate, toti
micropurt&torii au celule atasate si astfel toti se unesc pentru a forma agragate cum se
ilustreaza in Fig. 20. Aceasta se realizeaza prin inocularea a mai mult de 5 celule per bila
Ceea ce este cunoscut in practica cu micropurtatori. Procedeele de tripsinizare, agitare,
pH-ul, temperatura si concentratia sericd joacd, de asemenea, un rol in atasarea
uniformd. Cresterea marimii agregatului functie de cresterea celulei in agregat este
lustrata in fig.20. Cresterea agregatelor in culturd este influentati de conditiile
hidrodinamice date de agitarea folosita. RPM trebuie mentinute la sau putin peste viteza
de agitare criticd care asigurd suspendarea “off-bottom”, adica acea viteza de agitare
care corespunde situatiei in care nici un micropurtator nu rémane stationar pe fund mai
mult de o secunda.

Agitatorul cu paleti trebuie s3 fie aproximativ jumatate din diametrul vasului sau
mai mare pentru a minimiza RPM cerutd si a maximiza amestecarea sarjei. Agitatoare
mai mici creaza zone de forfecare inalta 1anga agitator, care poate rupe puntile celulare
reducand agregarea si viabilitatea celulelor. Culturile nes&natoase maresc dimensiunea
agregatului. Acest fapt se datoreaza eliberarii ADN in timpul lizei celulelor si care
actioneaza ca mediator pentru cresterea agregarii. Folosirea unei strategii de alimentare
(completarea mediului), care mentine viabilitatea celulei, minimizeaza agregarea in
continuare in faza stationata.

Suspendarea “off-bottom” criticd pentru agregate este mai micad decat cea a
micropurtatorilor singulari si care nu este de asteptat datoritd dimensiunii mai mari a
agregatului. Mativul se datoreaza densitétii mai mici a agragatului deoarece volumul gol
(umplut cu mediu) este 50...60% din volumul agregatului si probabil si datoritd
hidrodinamicii de suspendare a agregatului prin disiparea energiei pe suprafata
heterogena. Agregatele, totusi, se sedimenteazd mult mai rapid deat micropurtatorii
singulari. Aceste proprietdti sunt avantajoase pentru prelucrarea la scard comerciala.
Astfel, s-a descoperit de cétre autorii prezentei inventii, c& agregatele celulare departe
de a fi nedorite, cum s-a crezut anterior, conferé ambient stabil pentru celulele din faza
stationarad si pentru infectarea virala si crestere. Micropurtatorii de sticld Solohill sunt
formati din bile de polistiren de mérime si densitate predeterminate, invelite cu un strat
subtire de sticld, conform unui procedeu de obtinere brevetat de Solchill Labs. Inc. (US
4 028 045, 4 448 884 si 4 564 532). Deoarece densitatea sticlei este de 2,4 g/ml,
este necesar sa se inveleascad micropurtatorul cu densitate joasd pentru a a sigura o
suprafatd de sticld de densitate joasa (densitatea de 1,02 pana la 1,04 g/ml). O
densitate a micropurtatorului putin peste densitatea mediului fluid este critici pentru
minimizarea forfecarii celulelor atunci cand micropurtatorii sunt suspendati intr-un vas
cu agitare. Astfel, orice micropurtétor invelit in sticld care prezintd aceasta proprietate
poate fi folosit in procedeul conform inventiei si micropurtatorii de sticld Solohill
reprezintd numai un exemplu accesibil comercial. Micropurtitorii de sticla Solohill au fost
utilizati pentru cresterea numarului de linii de celule dependente de ancorare incluzand
celulele VERQ (rinichi de maimut&), CEF (fibroblaste de embrion de pui), BHK (rinichi de
hamster), MRC-5 (fibriblaste diplode de plaman de embrion uman), HFF (fibraoblaste de
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preput uman) si MDBK (rinichi de bovine Mardin-Darby). Prin aplicarea metodei descrise
in prezenta inventie, toate aceste tipuri de celule pot fi folosite in culturi de celule
agregate pentru a produce virusi care pot infecta si creste in aceste celule. Substratul
de sticld duce la o morfologie de atasare diferitd dacat cea pe micropurtdtori CYTODEX
de la Pharmacia LKB Biotechnology (Varani, j., s.a., Substrate-dependent diferences in
growth and biological properties of fibroblssts and epithial cells grown in microcariier
culture, . Biol.Stand. Vol 13, pag. 67-76, 1885). Aceste diferente combinate cu conditii
de cultivare adecvate, prezentate in inventia de fatd, s-au folosit pentru a induce
formarea agregatelor stabile pentru producerea vaccinului viral.

Intr-o realizare a prezentei inventii, pentru ilustrarea acesteia, virusul hepatitei
A(HAV) pasajul 28(P28) a tulpinii CR 326F s-a folosit pentru infectarea celulelor MRC-5
crescute pe micropurtatori, in scop ilustrativ si materialul s-a cultivat la pasajul 29(p29).
P28BCR326F este o tulpina HAV atenuatd. Sunt cuprinse in prezenta inventie si alte
tulpini si/sau serotipuri de HAV, inclusiv tulpinile HAV care pot fi atenuate prin tehnici
conventionale cunoscute in domeniu. Alte linii adecvate de celule, pentru propagarea
HAV, includ celulele Vero, WI-38 si FRhKB. Acestea si alte siteme pentru propagarea
HAV in culturi de celule sunt discutate, in Garety, R.J."Active Immunization Against
Hepatitis A”, in Gerety, R.J. (Ed) Hepatitis A Academic Press 1984, pag.263-27/6; si
Ticehurst, J. R., Seminars in Liver Disease 6.46-55(1986). In principiu, orice linie de
celule, cum ar fi orice linie de celule fibroblaste diploide umane poate servi ca celula
gazda pentru HAV cu conditia ca sa fie susceptibild la infectarea cu HAV. Linia de celule
preferata este MRC-5. Este evident pentru specialistii In domeniu ca sfera de protectie
a prezentei inventii cuprinde, pe langa pasajul 18,P18 sau P28 a tulpinii CR 326F a HAV
orice alt variant de tulpind HAV, atenuatd sau virulenta céat si alti virusi care pot fi cultivati
pe celule dependente de ancorare. Variantii sau tulpinile atenuate pot fi izolate prin
pasaje seriale in celule animale sau prin alte metode. Vezi, de exemplu, Provost, P.J.
s.a.,J. Med.Viral.20, 165(1986); US 4 164 566 si 5 021 348 pentru detalii privind
atenuarea. Metoda de cultura a prezentei inventii este usor si rapid adaptabila la tulpinile
atenuate sau virulente de HAV.

Intr-o realizare preferata a prezentei inventii, celulele MRC-5 sunt infectate prin
multiplicitatea infectarii (MOI) HAV suficientd pentru a realiza infectarea eficienta a culturii
de celule. O valoare MOI de aproximativ 0,05...1 este acceptabila. Samanta stoc este
generatd, in mod convenabil, prin folosirea HAV din fractia supernatantd a unei culturi
stationare infectate cu HAV si incubatd aproximativ 28 de zile. HAV este lasat sa se
replice in cultura stationara pana la un varf al productiei virusului. Alte metode cum ar
fi cultura micropurtatorului sau Costar Cube pot fi folosite pentru generarea semintei
stoc. Mediul de cultura al celulei poate fi orice mediu care permite cresterea activa a
celulelor MRC-5 si replicarea HAV.

Procedeul din prezenta inventie cuprinde urmatoarele etape si faze:

Etapa 1: Prepararea micropurtatorului.

Un bioreactor adecvat pentru cultura suspensiilor agitate de celule mamare, este
incarcat cu bile de micropurtator invelite in sticla, uscate. Bilele sunt suspendate in apa
de calitate WF1 sterilizatd in situ. Dupa sterilizare , apa se scurge si se adauga in
reactor mediul steril adecvat pentru cultura celulelor alese pentru virusul care urmeaza
a fi crescut.Pentru a asigura inlocuirea completa a apei si echilibrarea bilelor, mediul se
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inlocuieste, de preferintd, de 3 ori. Pentru cultura HAV, in aceast3 etapa este
acceptabila folosirea mediului Williams Media E (fara ser). Se doreste o concentratie de
aproximativ 20 g/I pané la 75 g/I micropurt&tor/mediu, de preferints aproximativ 40
g/| pana la 60 g/I.

Etapa 2. Inocularea celulei.

Dupa echilibrarea micropurtatorilor in mediu si la temperatura dorita (30...37°C),
celulele, de preferinta in faza de crestere logaritmica tarzie, sunt insdmantate in vasul
de culturad. Pentru lucrérile la scard micd, sunt convenabile Nunc Cell Factories (NCFs)
care sunt unitati mici muitilamelare de cultura a celulelor, in care celulele pot fi crescute
in monostrat conform instructiunilor producatorului. Concentratia celulei de inoculare
este de 5...10 celule per bild de micropurtitor, care corespunde la aproximativ
100.000(1x10°) celule/ml. Pentru o cultura micropurtator mica de aproximativ 800 ml,
sunt necesare aproximativ 6x10” celule. Dintr-un NCF cu 10 straturi pot fi recoltate
5x10° celule, folosind tripsina. Aceste rapoarte sunt usor de marit pentru un inocul de
culturd micropurtdtor mai mare prin folosirea de NCF-uri suplimentare sau daca este
necesar, o cultura micropurtdtor pentru insdmantare. Dupéd recoltarea celulelor cu
tripsind si neutralizare cu mediu contindnd ser ele sunt peletizate prin centrifugare la
vitezd micd si resuspendate in mediul contindnd ser de vitel suplimentat cu 10% fier. Prin
folosirea unei parti de inocul o celula la 9 parti micropurtitor/mediu de culturs fara ser
de atinge o concentratie finala de ser ce vitel suplimentat cu 1% fier. Acest raport poate
fi modificat prin modificarea concentratiei de ser adiugat la inaculul resuspendat sau prin
modificarea rapoartelor inocul/bioreactor.O atasare uniforma a celulei se abtine la o
concentratie a serului de 1% si pH 7,6...7.9.

Dupa inoculare, celulele sunt lasate s3 se ataseze de micropurtitori timp de
aproximativ 3 h (desi sunt acceptabile durate mai lungi sau mai scurte, durata de
atasare nefiind critica), folosind o vitezd de agitare suficientd pentru realizarea unei
suspensii “off-bottom” criticd, care este viteza de agitare (rotati per minut ale
impellerului, rpm) necesara realizarii unei conditii in care nici un micropurtator nu sta mai
mult de aproximativ 1 s, la fundul bioreactorului cu agitare. Aceasta se realizeaza prin
controlul si modificarea adecvata a vitezei impleller-ului si este la indeméana specialistilor
in domeniu.

Etapa 3. Perfuzia culturii de celule in faza logaritmicd tarzie

Dupd ce s-a lasat suficient timp pentru atasarea celulelor de micropurtator.,
mediul se suplimenteaza cu ser pentru cresterea celulei. Pentru cultura de celule MRC-5
pentru producerea de HAV se preferd addugarea unei cantitéti suficiente de ser de vitel
suplimentat cu fier pentru a atinge o concentratie a serului de 10%. Concentratia serului
poate varia in functie de formularile mediului, dupa cum este usor de apreciat de citre
specialistii in domeniu.

Dupa 24 h de la atasarea celulelor si echilibrarea cu orice conditii cerute de ser,
se realizeaza un sistem de perfuzie intrare/iesire prin care mediul este indepértat si
completat la un debit de aproximativ O,7 la aproximativ 2, de preferintd aproximativ 1,3
volume de mediu per zi. Monitorizarea glucozei, lactatului si amoniacului d& posibilitatea
eliminarii fluctuatiilor de pH si a epuizarii agentului nutritiv. Specialistilor le sunt familiare
tehnicile de monitorizare a acestor parametri cat si metadele de stabilizare a lor. De
exemplu, daca rezerva de glucoza devine limitata se mareste viteza de perfuzie. Daca pH-
ul este prea acid, ca urmare a producerii si acumularii de lactat, aceasta tendint3
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nedoritd se controleaza prin adiugare de alcalii slabe sau prin cresterea vitezei de
perfuzie. Tn spatiul din capul reactorului se introduce aer filtrat steril si la o scard mica
se poate folosi si un impeller de suprafata pentru a creste transferul de gaz prin ruperea
tensiunii de suprafata la interfata aerichid.

Dupa realizarea perfuziei, celulele sunt lasate s& creasca pani la faza exponentiala
finala (logaritmicd) sau pana la faza stationaraincipients. In mod uzual, cu celule MRC-5
in mediu Williams Media E suplimentat cu ser de vitel cu 10% fier, acesta perioada este
de aproximativ 6 zile. Desi durata pentru cresterea celulelor nu este critic, se lass
suficient timp pentru realizarea unei bune cresteri a celulelor si a agregarii.

Etapa 4: Infectarea

In mod uzual, virusul infectios de insdmantare este stocat congelat. Se foloseste
un stoc viral pentru infectarea celulelor la o multiplicitate de infectare (MOI) de
aproximativ 0,05 la aproximativ 1, de preferinta aproximativ O,1. Tn timpul perioadei de
infectare se stopeaza perfuzia aproximatov 2 h pentru a permite atasarea virusului la
celule. Dupa ce s-a Iasat suficient timp pentru o atasare eficient3 a virusului la celule, se
restabileste perfuzia. Se pot lua prabe de culturd s&ptdmanal si dupa un timp suficient,
in functie de virus, se face recoltarea intregului bioreactor. Pentru sistemul descris,
cresterea HAV pe celule MRC-5, varful de productie al HAV se obtine Ia aproximativ 14-
28 de zile dupa infectare.

Etapa 5: Recolta viralsd

Ca o prima etapa a recoltarii se opreste agitarea si celulele infectate de virus,
atasate la micropurtatori, se lasd sub actiunea gravitatiei. La scara de productie se
prefera metoda de spélare a agregatelor, cum ar fi folosirea unui dispozitiv de filtrare.
Se indepérteaza supernatantul culturii. Pentru HAV, masa de virus se gaseste in celule
si trebuie eliberata prin lizarea celulelor. Acesta se realizeaza prin ruperea agragatelor
celulare intr-o solutie de recoltare. De preferintd, solutia de recoltare contine un
companent eficient care face celulele permeabile la HAV. Asemenea componente sunt
cunoscute in domeniu. De preferintd, se furnizeaza un detergent cum ar fi Triton X-100,
NP-40 sau un echivalent al acestora, la concentratiile eficiente cele mai mici posibile,
pentru a usura indepartarea ulterioard. Pentru acest scop s-a gdsit a fi accesibil
detergentul TRITON-X100 la o concentratie de aproximativ O, 1% intr-un tampon adecvat,
cum ar fi 10 mM Tris-HCI, O, 1TmM MgCl,,.

O metoda eficientd pentru ruperea agregatelor constd in  trecerea
micropurtatorilor printr-o bucla de reciclu in care sunt o serie de orificii cu diametru
descrescator. Se folosesc diametre de 1/16, apoi 3/64™, apoi 1/32> si continutul
bioreactorului este reciclat la un debit de aproximativ 500-1000 ml/min pana toate
agregatele se rup (controlul microscopic al probelor).

La efectuarea acestei etape, forfecarea fluidului necesara pentru ruperea
agregatelor se realizeaza din dimensiunea adecvata a diametrelor orificiului, pentru debit
marit in timpul recoltarii, astfel incat viteza lineara sa fie aceeasi. Deoarece viteza linears
= debit/aria orificiului, conditile pentru ruperea agregatelor pot fi obtinute prin
asigurarea vitezelor lineare in intervalul 1010 cm/min-2020 cm/min, indiferent de
scara. Diametrul cel mai mic (1,/32™, aproximativ 0,8 mm) este de aproximativ 5 ori
diametrul unui micropurtator singular (aproximativ 150 pm). La scara de productie mai
mare se mareste debitul. Acesta este un diametru suficient de ingust pentru a obtine
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0 rupere eficientd a agregatului, dar si suficient de larg incat s fie minimizats
ancrasarea, n special dupéa treceri prin orificii mai largi. Se pot folosi si alte tehnici, cum
ar fi sonicarea, dar féra a se limita la aceasta. Suspensia de micropurtitor rezultats este
l&satd s& se sedimenteze si depunerea celulard continand virusul este decantats si
stocata. Se incarca bioreactorul cu detergent suplimentar contindnd tampon si continutul
bioreactorului este recirculat printr-o bucld extericara si orificii pentru recuperarea
virusului captat. Din nou se lasd suspensia s& se sedimenteze si supernatantul se
combind cu supernatantul stocat. In aceastd etap&, o buna estimare a numarului de
celule recoltate este obtinutd prin numararea nucleelor din supernatant cu un
hemacitometru. Se filtreaza supernatantul printr-un filtru de 5 pm pentru ndepartarea
nucleelor si apoi se prelucreaza in modul dorit. Un procedeu adecvat purificirii HAV este
prezentat in continuare.

Etapa 6. Purificarea HAV

HAV produs in cultura conform prezentei inventii poate fi purificat prin metode
cunoscute specialigtilor in domeniu sau poate fi folosit direct ca vaccin dacid se
atenueaza. Se poate inactiva prin metodele cunoscute n domeniu, in primul rand prin
inactivarea cu formol. Pentru detalii privind aceste etape cunoscute in domeniu vezi US
4 164 566; 5 021 348; EP 0 302 692 si USSN 07/926 876, inregistrat in
8/10/92.

Etapa 7. Inactivarea si formularea vaccinului

Pentru prepararea capsidelor HAV purificate, pentru utilizare in vaccin sunt
necesare sau pot fi necesare etape de prelucrare suplimentare cu caracter conventional
si cunoscut. De exemplu, tratarea cu formol, filtrarea sterild si adsorbtia pe purtator sau
adjuvanti sunt etape de bazi tipice pentru prepararea vaccinului inadecvat cu formol.
Vezi, de exemplu, Provost, P.J. s.a.,Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 160, 213 (1979);
Provost, P. J. s. As J. Med. Viral. 18, 23 (1986). HAV poate fi inactivat termic, prin
madificari de pH, iradiere, tratare cu solventi organici, cum ar fi formolul sau
paraformaldehida. Tn mod uzual, inactivarea HAV se face la un raport de formol de
1/4000. HAV inactivat este apoi adsorbit sau coprecipitat cu hidroxid de aluminiu pentru
a asigura efectul de adjuvant si purtator. Eficacitatea vaccinului HAV inactivat a fost
prezentata in New England J. of Med. 327: 453-457 (1992).

Pentru compararea procedeului prezentat cu procedeul de obtinere a virusului in
culturd de celule in monostrat s-au plantat celule MRC-5 in dou bioreactoare Costar
Cube de capacitate mare si 3 culturi cu micropurtator. Viteza de perfuzie pentru culturile
cu micropurtator au fost de 0,7 si 1,5 volume bioreactor/zi, care include volumele de
1.3 bioreactor per zi in Costar Cube. Incércitura de micropurtitor a fost aleass pentru
a obtine o densitate de celule similard productiei bioreactoarelor Costar Cube, astfel
incét sa se poata face o comparatie directa intre cele doud bioreactoare. Culturile cu
micropurtatori au fost stabile pe durata perioadei de infectare si au avut viteze
metabalice similare cu bioreactorul Costar Cube, in ceea ce priveste glucoza si lactatul.
Lizatul micropurtator si un litru de lizat Costar Cube s-au purificat cu eficiente similare
si usurintd a manipularii folosind un proces in aval adaptat pentru purificarea HAV.
Producerea hepatitei A a fost aproximativ jumétate din cea prin procedeul Costar Cube,
per celula, ceea ce indicd necesitatea optimizarii procesului de infectare in cultura cu
micropurtator. Productivitate volumetrica per litru de bioreactor a fost aproximativ
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jumétate din cea a Costar Cube; totusi, cu aceastd metoda existd potential de a dubla
densitatea celulei si deci, productivitatea volumetricd prin cresterea incarcarii
micropurtatorului. Populatia de celule MRC-5 s-a mentinut in agregatele de micropurtstor
stabile fara nici o pierdere de celule in timpul procesului de infectare de 21 zile. Toate
celelalte tipuri de micropurtatori testate au indicat desprinderea populatiei MRC-5 de
micropurtatori dupa faza de crestere si au fost astfel neadecvate pentru producerea
virusului. S-a obtinut o densitate finald de celule in culturile micropurtator de 2,2-2,4x10°
celule/ml care este similard densitatii estimate de 2,6x10° celule/ml obtinute in Costar
Cube-uri.

Viteza consumului de glucoza si viteza de formare a lactatului in culturile cu
micropurt&tor perfuzate au fost similare celor obtinute in Costar Cube-uri perfuzate. in
ambele sisteme s-a observat o conversie stereochimica a glucozei in lactat. Obtinerea
amoniacului, un produs secundar al metabolismului glutaminei a fost aprox. jumatate in
sistemul cu micropurtdtor in care s-a alimentat 2mM glutamina in loc de 4 mM
glutamind alimentatd in Costar Cube. La 21 de zle dupd infectare cultura cu
micropurtatori a produs n medie 112 unitéti per milion celule si 258 unitati per litru de
volum de bioreactor. Aceste randamente reprezinta 40...50% si respectiv 38% din cele
obtinute in Costar Cube. Curba cresterii virusului a indicat ca peste 50% din virus a fost
produs pana in ziua 14 dupa care a fost o scddere substantialad in cresterea virusului
intre ziua a 14 si 21. Nu este clar daca scaderea randamentului celular se datoreaza
faptului cd@ nu toate celulele participd la infectare, productivititi mai mici per celuld
Infectatd sau trecerii virusului in madiu inainte de recoltare. Agregatele au fost stabile
la 2 spalari saline chiar la addugarea a 0,1% triton. Agregatele s-au rupt prin forfecarea
controlata a fluidului printr-o serie de orificii montate intr-o bucla de reciclu a reactorului.
S-au eliberat nucleele (si in acest fel s-au cuantificat) si s-au indepartat prin filtrare pe un
filtru Durapore de 5 pm care permite prelucrarea lizatului conform unui procedeu de
purificare. SDS Page a materialului extras cu solvent a prezentat 3 benzi caracteristice
pentru hepatita A si 0 a patra banda la masa moleculard 66 OO0 care corespunde
probabil serului derivat BSA, care nu s-a indepartat complet in timpul spalarilor saline de
recoltare.

Unul din cele mai importante aspecte ale prezentei inventii este acela c& s-a
demonstrat ca celulele MRC-5 pot fi mentinute pe micropurtitori intr-o stare stabila in
timpul celor trei saptdmani de infectare cu hepatita A pentru obtinerea si purificarea
cantitativd a hepatitei A. Stabilitatea sistemului este atribuitd proprietdtii unice a
agregatelor formate in timpul cresterii celulelor MRC-5 pe micropurtétori de polistiren
inveliti in sticla.

Datele prezentate pentru o comparatie a procedeului cu micropurtator perfuzat
cu procedeul de culturd a celulelor iIn monostrat la densitati celulare si viteze de
perfuzare similare. Indicatorii metabalici, cum ar fi utilizarea glucozei, acumularea
lactatului si raportul molar al acestor viteze arata similaritatea metabolismului MRC-5 in
cele doud procedee. Purificarea hepatitei A in ambele procedee a fost similara, ceea ce
indica ca nu sunt necesare modificari majore in procesul in aval in cazul obtinerii virusului
in culturd cu micropurtator.

Productia specifica de virus per celuld in culturile cu micropurtitor cu viteza de
perfuzie mica (0,7 vol/zi} a fost cu numai 7% mai mica decat in culturile cu viteza de
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perfuzie inaltad (1,5 vol/zi), ceea ce indica ci vitezele de perfuzie nu sunt limitative in
productia virusului.Productia specificd de virus per celuld in culturile cu micropurtdtor a
fost aproximativ jumatate din cea obtinutd cu virus crescut pe monostrat, rezultate
evaluate din densitatea celulei. Deoarece datele de viteza de perfuzie nu sugereaza o
limitare a agentului nutritiv se poate concluziona fie ci toate celulele nu participa in
infectare, fie cd s-a produs virusul dar acesta a difuzat in mediu. in primul caz, se crede
cd viabilitatea este mare in timpul perioadei de infectare, bazat pe masurétori cu Trypan
blue, in ultima experientd cu sarja realimentata {cazul cel mai defavorabil), si care este
de 92%n a 21 zi post infectare. Data fiind productivitatea specifica a virusului per celuld
in cultura cu micropurtatori, cresterea productivitétii globale poate fi realizata prin
cresterea densitatii celulei in bioreactor printr-o incarcare mai mare cu bile. in concluzie,
sistemul micropurtator agregat are un potential mare pentru producerea vaccinurilor
pentru hepatita A si a altor virusi.

In continuare, se prezintd 9 exemple de realizare a inventiei, in leg&tura cu fig.
1... 20 care reprezinta:

-fig. 1, densitatea celulei pentru faza de crestere si de recoltare a virusului
hepatitei A crescut pe celule MRC-5 si micropurtatori de sticld Solohill.

-fig. 2, profilul pH pentru cutturile perfuzate spinner micropurt&tor pentru faza de
crestere si de recoltare a virusului hepatitei A crescut pe celule MRC-5 Si micropurtatori
de sticld Solohill.

fig. 3, consumul cumulativ de glucozd pentru culturile perfuzate spinner
micropurtator comparativ cu cultura de celule monostrat pentru faza de crestere si
recoltare a virusului hepatitei A crescut pe celule MRC-5 si micropurtatori de sticla
Solohill si respectiv suprafete Costar Cube.

fig. 4, producerea cumulativé de lactat pentru culturile perfuzate spinner
micropurtator comparativ cu cultura de celule monastrat pentru faza de crestere si
recoltare a virusului hepatitei A crescut pe celule MRC-5 sl micropurtatori de sticla
Solohill si respectiv suprafete Costar Cube.

-fig. 5, producerea cumulativd de amoniac pentru culturile perfuzate spinner
micropurtdtor comparativ cu cultura de celule monostrat pentru faza de crestere si
recoltare a virusului hepatitei A crescut pe celule MRCS si micropurtdtori de sticld
Solohill si respectiv suprafete Costar Cube.

fig. 6, profilul consumului de glucozd pentru culturile perfuzate spinner
micropurtdtor comparativ cu cultura de celule monostrat pentru faza de crestere si
recoltare a virusului hepatitei A crescut pe celule MRC5 si micropurtatori de sticla
Solohill si respectiv suprafete Costar Cube.

fig. 7, profilul producerii lactatului pentru culturile perfuzate spinner micropurtator
comparativ cu cultura de celule monostrat pentru faza de crestere si recaltare a virusului
hepatitei A crescut pe celule MRC-5 si micropurtitori de sticléd Solohill Si respectiv
suprafete Costar Cube.

-fig. 8, raportul consumului de glucoza si a productiei de lactat pentru culturile
perfuzate spinner micropurt&tor comparativ cu cultura de celule monostrat pentru faza
de crestere si recoltare a virusului hepatitei A crescut pe celule MRC-5 Si micropurtatori
de sticla Solohill si respectiv suprafete Costar Cube.

-fig. 9, curba de crestere a virusului hepatitei A pentru culturile perfuzate spiner
micropurtator pe micropurtatorii de sticld Solohill.
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-fig. 10, SDS Page a virusului hepatitei A extras cu solvent cunoscut in culturi
perfuzate spinner micropurtdtor pe micropurtatori de sticla Solohill.

-fig. 11, profilurile HPSEC pentru lizatul filtrat la 260 nm pentru culturile perfuzate
spinner micropurtator comparativ cu cultura de celule monostrat pentru faza de crestere
si recoltare a virusului hepatitei A crescut pe celule MRC-5 si micropurtitori de sticla
Solohill si respectiv suprafete Costar Cube.

fig. 12, profiluri HPSEC la 260 nm a lizatului tratat cu nucleaza din culturile
perfuzate spinner micropurtitor comparativ cu cultura de celule monostrat pentru faza
de crestere si recoltare a virusului hepatitei A crescut pe celule MRC-5 si micropurtstori
de sticla Solohill si respectiv suprafete Costar Cube.

-fig. 13, profiluri HPSEC pentru produsii captati din culturile perfuzate spinner
micropurtator comparativ cu cultura de celule monostrat pentru faza de crestere si
recoltare a virusului hepatitei A crescut pe celule MRC-5 si micropurtatori de sticld
Solohill si respectiv suprafete Costar Cube.

-fig. 14, profiluri HPSEC la 260 nm pentru produsul precipitat PEG din cultura de
celule monostrat pentru faza de crestere si recoltare a virusului hepatitei A crescut pe
celule MRC-5 si micropurt&tori de sticla Solohill si respectiv suprafete Costar Cube.

-fig. 15, profiluri HPSEC pentru lizatul filtrat la 260 nm pentru culturile perfuzate
spinner micropurtator comparativ cu cultura de celule monostrat pentru faza de crestere
si recoltare a virusului hepatitei A crescut pe celule MRC-5 si micropurtatori de sticla
Solohill si respectiv suprafete Costar Cube.

-fig. 16, agregatele micropurtator dupa 5 zile in cultura produséa prin metodologia
prezentei inventii folosind celule MRC-5 sl micropurtdtori inveliti in sticld Solohill.
Dimensiunile agregatului sunt similare si nu sunt prezenti micropurtitori singulari fara
celule.

-fig. 17, agregate MRC-5/Solohill micropurtatori de sticld colorat cu fluorescein
diacent. Fluorescenta verde indica celulele viabile.

-fig. 18, agregarea initiald a sistemului MRC-5/Solohill micropurtator de sticld in
ziva 1 a cultivarii. S-a folosit fluorescein diacetat, fluorescenta verde este data de celule
viabile.

fig. 19, % spatiu gol in MRC-5/bile de micropurtator invelite in sticld este de
aproximativ 50% din diametrul agregatului.

-fig. 20, formarea agregatului in timpul cresterii celulelor. Marimea agregatului
creste proportional cu cresterea numarului de celule per agregat.

Exemplul 1. Obtinerea virusului stoc a hepatitei A pentru insdmaéntare

Un procedeu pe scard mare pentru producerea virusului de insdmantare si a
celulel implicad plantarea monostraturilor de celule MRC-5 in Nunc Cell Factories (NCFs)
de BOOO cm?. Celulele MRG-5 se cresc in NCF-uri pana la confluenta. Aceste celule pot
fi recoltate si folosite pentru plantare pe micropurtatori. Celulele confluente in NCF se
infecteaza cu virus la o valoare a MOI de aproximativ O,1. Dup3 infectare, celulele se
incubeazad 28 de zile cu nlocuirea sdptamanald a mediului continand 10% v/v de fetus
de vitel. Se gaseste c& concentratiile mari ale serului, 2-10% v/v permit o productie mai
mare de virus decat la nivele joase de 0,5-2% v/v. La sfarsitul acestui ciclu fluidul
supernatant contine cantitdti mari de virus, in acest exemplu 10”*TCIDgper ml, care se
recolteaza direct din NCF-uri fara lizarea celulelor si este folosit ca sursa de virus stoc
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pentru insédmantare. In acest mod se obtin cantititi mari de virus infectios necesar
productiei printr-o metoda mai reproductibild si mai simpla decat in sticle rotative sau
baloane sau cu recoltarea mecanica a celulelor.

Exemplul 2. Producerea hepatitei A intr-un sistem micropurtator agregat

Prezentul exemplu si urmatorul ilustreaza producerea cantitativé a hepatitei A intr-
0 cultura micropurtator, pe scard mica si purificare lizatului printr-o schema stabilita de
purificarea a HAV. Prin modificari adecvate se pot obtine alti virusi si tipuri de celule.

Etapa 1: Sistemul spinner micropurtétor

Sistemul spinner a fost proiectat pentru a functiona ca o unitate independents
intr-un ansamblu in care esantionarea, modificarile mediului si infectarea se efectueaza
printr-un sistem inchis folosind un dispozitiv cu tubulatura sterild SCD |i. Vasele spinner
se fabrica din Bellco cu un volum de lucru de 565 ml si 0 manta pentru controlul
temperaturii. Sistemul de agitare este format dintr-o paletd Bellco modificatd la un
diametru de 6,6 cm. Diametrul se alege pe baza studiilor de agitare care implica
masurarea vitezelor de agitare a suspensiei “off-bottom” critice (COBSR) si calculul
conditilor hidrodinamice pe baza acestei viteze. Un impeler de suprafatd cu lungimea de
4 cm se pozitioneaza la interfata culturii pentru a asigura un transfer de oxigen marit la
densitati celulare mai inalte si, de asemenea, de a asista striparea CO,. Efluentul fara
micropurtator se indeparteaza cu un tub metalic cu diametrul interior de 1/2 inch,
acoperit cu o sitad de 10 pm, pozitionat la volumul dorit al bioreactorului folosind un debit
cu 50% mai mare decét debitul de intrare a perfuziei.

Prepararea micrapurtatorului

Se folosesc pentru acest studiu, micropurtatori de polistiren inveliti in sticld de la
Solohill Laboratories Inc. Se alege micropurtatorul cu greutatea specificd cea mai mica
1,02, accesibil de la SOLOHIL, pentru a minimiza energia de suspendare a
micropurtatorului. Intervalul de marimi a fost 150...210pm. O analizid a marimii
particulelor, efectuata la Solohill, a permis determinarea ariei suprafetei si a numarului
de bile, care au fost de 514 cm?/g si respectiv 6,6x10°bile/gram. Incircarea cu
micropurtator in experiment a fost de 35,4 g/I

Micropurtatorii se plaseaza in spinnere de 500 ml cu manta siliconate, se
suspendd in apa WF1 si se autoclaveaza 30 min la 122°C. Micropurtatorii se spald de
trei ori cu mediu William E, cu glutaminad 2mM, fara ser.

Exemplul 3. Expansiunea celulei/inocularea spinnerelor (Etapa 2)

14 NCF se planteaza cu celule MRC-5, 12 NCF-uri se recolteaza si se folosesc
pentru plantarea a 2 bioreactoare Costar Cube. Restul de 2 NCF se recolteaza si se
folosesc ca inocul pentru spinnerele micropurtator. Celulele se centrifugheazi 10 min
la 300xg si se resuspenda in ser de vitel suplimentat cu 10% fier (FeCS), mediu William
E modificat 90% cu 2 mM glutamind. In experiment nu se folosesc antibictice. Celulele
se ataseaza la aproximativ 8 celule/bild in 1% FeCS si pH 7,7 si 37°C. In trei h toate
celulele se atageaza si mediul se aduce la 10% FeCS pentru inceperea fazei de crestere.

Conform distributiei Poisson, numai 5 celule/bild sunt necesare pentru a exista
siguranta ca cel putin o celuld se ataseazi la fiecare bila prin intalnirea aleatoare dintre
celule si bile. Se gaseste ca pentru unii purtdtori in conditile de atasare specificate mai
sus se obtin uneori 5 celule/bild, unii micropurtdtori rdman fard celule. Acesti
micropurtatori raman ca MC singulari in timpul cultivarii ceea ce indica ca fenomenul de
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agregare rezultd din contactul celuld-celuld si nu prin contactul MC<celuld. Tn acest
exemplu raportul celuld/bila este de 8,2 si toti MC au avut cel putin o celuld atasata
dupa 3 h (celulele sunt inca strénse si de aceea vizibile la MC opac). Diferenta in raportul
minim celuld/bild se poate datora agregarii anumitor celule in etapa de plantare, ceea
ce duce la o scadere a raportului prevazut celuld/bild. Experiente de rutind permit
optimizarea conditiilor de atasare pentru acest sistem.

In acest experiment densitatea celulei la plantare este de 1,56x10° celule/ml
ceea ce corespunde la 8600 celule/cm?® MC. In ziua a doua se formeaza agregate mici
de 2...5 MC care cresc la 10...30 MC pana in ziua a 5-a. Ulterior, unele agragate de
10...30 MC se combina pentru a forma agregate MC 50. Este clar c& cresterea
celulelor are loc prin intermediul procesului de agregare. Nu a fost prezent in culturad nici
un MC singular si cresterea celulei in spatiul gol dintre MC este evidenta. Profilul
cresterii celulei, prezentat in fig. 1, indica faptul ca culturile ajung la o densitate a celulei
de 2...3 MM celule/ml in ziua a 5-a. Numarul nucleelor in ziua a 6-a este mai mic
deoarece agregatele mai mari se comprima. Deoarece concentratia particulelor
descreste de aproximativ 50 ori ca urmare a agregarii, cultura se modifica de la opac
cu MC singulari la translucid. Astfel, este posibilda monitorizarea desfasurarii culturii prin
turbiditate. In timpul experientei de 28 de zile nu se observa in efluent celule care plutesc
ca urmare a desprinderii acestora. Numararea nucleelor din recolta bioreactorului, de
la sfarsitul experimentului, indica, de asemenea, ca cultura este stabild pe toata durata
perioadei de infectare. Agregatele odata formate sunt foarte stabile chiar la valori
extreme ale pH-ului, in prezenta EDTA si la viteze de agitare inalte. Deoarece agregatele
se rup n prezantd de tripsind, agregatele sunt probabil stabilizate prin crearea unei
matrici extracelulare compusa din colageni secretati de celule.

Exemplul 4. Etapa 3: Perfuzia

Culturile se cresc initial discontinuu timp de 2 zile folosind mediu din sticle si ser
iradiat UV. In ziua a 2-a se initiaza perfuzia folosind mediu in pungi obtinut de la JRH cu
mediu William E combinat cu FCS. Lotul de pungi este format din pungi de 10 si 20 |,
atat mediu William E maodificat cét si loturile de ser FeCS neiradiat se accepta de cétre
Merk pentru utilizare in productie. Se compara inainte su dupa experiment, cresterea
celulelor MRC-5 1n baloane T folosind mediu de culturd din pungad suplimentat cu ser si
mediu din sticla cu ser iradiat drept control. Glucoza, lactatul si amoniacul se identifica
demonstrand o stabilitate de B luni pentru amestecul FeCS/mediu de baza, de la data
combinarii mediului cu serul. Tn timpul experimentului, mediul se suplimenteazi cu
bicarbonat pana la o concentratie finala de 3,7 g/| pentru a mentine un pH peste 7,3.

Debitele de perfuzie dorite sunt de 0,7 vol/zi (spinner 1) si 1,5 vol/zi (spinner
283), raportate la volumul bioreactorului de 565 ml. Cu toate acestea, microcaseta
Watson Marlow Pumps nu asigura un control precis al debitului la o RPM stabild, in
special dupa deplasarea tubului. Debitele se masoara periodic si valorile prezentate n
continuare se folosesc in calcule. Debitele medii de perfuzie in timpul infectarii sunt 0,76,
1,51 si respectiv 1,51 pentru cele trei spinnere. Eficacitatea sistemului este asiguratd
de rotametre pe linie si tubulatura calibratd mai larga (RPM mai putine). De remarcat
ca debitele se corecteaza atunci cand se intrerupe perfuzia ca urmare a unor dificultati
aparute la schimbarea pungilor, vezi Tabelul 1.
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Tabelul 1
Debitele de perfuzie masurate:volume bioreactor/zi
Varsta culturii in Spinner#1 Spinner#2 Spinner#3
Zile volume/zi volume/zi volume/zi
2 0,5 1.2 1.2
3 0,5 0,6 0.6
4 0,5 1,2 1.2
5 0,5 1,2 1.2
6 0.5 1.2 1.2
7 0.64 1,84 1,84
8 0,7 2.1 2,1
9 0,7 2.1 2,1
10 a,7 1.67 1,67
11 0,7 1.6 1,6
12 0,7 1,27 1,27
13 0,7 1.3 1,3
14 0,7 1,3 1.3
15 0,8 1.4 1.4
16 0,8 1.4 1,4
17 0,8 1.4 1,4
18 0,8 1.4 1.4
19 0,8 1.4 1.4
20 0,8 1.4 1,4
21 0,8 1,4 1.4
22 0.8 1.4 1,4
23 0,8 1.4 1.4
24 0,8 1,4 1,4
25 0,9 1.86 1,86
26 0,8 1.4 1,4
27 0.8 1.4 1.4
28 0.8 1.4 1.4
Debitul de perfuzie: 1,5 vol/zi=665 ml/24 ore=23,5 mi/h
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pH-ul optim pentru celulele MRC-S este dat in literatura de specialitate ca fiind 7,7
si la 7,2 se observa o incetare completd a cresterii (Forestell, S. s.a., Biotechnol.
Bioenerg. 39:305-313,1992).

Productia Costar CubeS se controleaza la pH de 7,3 pe toata durata cultivarii.
Deoarece nu existad control pH in baloanele spinner, mentinerea unui pH peste 7,3 se
bazeaza pe indepartarea prin perfuzie a acidului lactic si pe aceea ca impelerul de
suprafatd mareste striparea CO, din faza lichidd. Profilul pH din fig. 2 ilustreaza scaderea
pH-ului in primele 150 h. in momentul respectiv se adauga bicarbonat de sodiu in
urmatoarea punga cu mediu pentru a mari concentratia de la 2,2 g/I la 3,7 g/I| pentru
tamponare suplimentara.

Unul din obiectivele acestui experiment este de a obtine o culturd micropurtator
cu o densitate similard cu cea estimata pentru cresterea pe scara mare in sistemul de
culturd a celulelor in monostrat. Un asemenea sistem utilizeaz& bioreactoare Costar
Cube. in continuare, se compard profilele metabolice ale glucozei, lactatului si
amoniacului intr-un procedeu Costar Cube si cele din procedeul micropurtator conform
inventiei. Masa de celule determinatd in productia Costar Cube ne-infectata este de
1,6x10° celule/ml in ziua de infectare si 3,0x10° dup&d 28 zile. Deoarece viteza
consumului de glucoza continud s& creasca dupa timpul de infectare este probabil ca si
densitatea celulelor sa creasca tot atunci (se dubleazad) si aceasta densitate celulara se
mentine In Costar Cube in restul perioadei de infectare. Densitatea celulara intr-un
Costar Cube infectat este de asteptat sa fie intre aceste doud densitéti celulare si este
cel mai probabil peste 2x10° celule/ml. Pe baza acestor estiméri, concluzionam ca
culturile cu micropurtator si bioreactorul Costar Cube sunt in acelasi interval al densitatii
celulare. Debitele de perfuzie pentru culturile cu micropurtator sunt intre 0,7 si 1,5
volume bioreactor per zi, interval care cuprinde debitul de 1,3 vol/zi folosit in procedeul
de culturd Costar Cube. La densitati celulare si debite de perfuzie similare este de
asteptat ca profilurile metabolice s& fie similare pentru cele doua procese daca si
metabolismul celulei este similar.

Cantitatea cumulativa de glucoza folositd, lactatul produs si amoniacul produs in
cursul infectdrii sunt ilustrate in fig.3,4 si respectiv 5. Cantitatea cumulativa se
calculeaza din bilantul masic dat de debitul de perfuzie si curba concentratiei in timp. in
fig. 3 glucoza cumulativa este datd pentru 3 culturi micropurtator, un reactor Costar
Cube reprezentativ si glucoza cumulativd medie din 18 loturi de productie Costar Cube.
Diagrama ilustreazd c& valorile productiei Costar Cube sunt intre cele ale
micropurtatorului la debite de perfuzie mai inalte si mai joase, asa cum se asteapta in
cazul unui metabolism similar. Figura ilustreazd, de asemenea, cd Costar Cube
reprezentativ se comporta similar cu valorile medii Costar Cube cu exceptia deplasarii
de aproximativ 450 h care se datoreaza probabil unei discontinuitdti in operatia de
perfuzie. Profilul lactatului cumulativ prezintd o tendintd similaré cu acumularea lactatului
in procedeul Costar Cube si anume fiind intre valorile procedeului cu micropurtator la
debite de perfuzie mai nalte si mai coborate. Debitul specific de glucoza (mmoli glucoza
consumata/l/h), care corespunde pantei glucozei cumulative functie de timp, creste cu
cresterea vitezelor de perfuzie in primele 400 h ale experimentului. Aceasta poate fi un
indiciu al diferentei de concentratie a glucozei care afecteaza viteza cu care este
metabolizatd glucoza. in fig. 6 si 7 este evidentiatd diferenta in concentratia de glucoza
si lactat in bioreactor intre 0,7 vol/zi si 1,5 vol/zi culturi cu micropurtator. Un alt motiv
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al acestei diferente poate fi cel al diferentelor mici intre densitatea celulard in
bioreactoare. Raportul vitezelor glucozei si lactatului ilustrat in fig. 8 indicd o conversie
stoechiometricd a glucozei in lactat pe cale glicolitica, pentru ambele procedee.

Productia cumulativd a amoniacului prezentat in fig.5 prezinta diferenta dramatica
in metabolismul glutaminei la concentratie mai scézuta de glutamina. Din graseala, intr-
un experiment Costar Cube concentratia de glutamina s-a dublat prin addugarea din
neatentie de glutamina la mediul continand glutamina. Pe baza acestor date este probabil
ca glutamina este limitatd in culturile de concentratie 2 mM. Glutamina, in mod tipic,
intra in ciclul acidului tricarboxilic (TCA) prin e-cetoglutarat cu pierderea unei grupe amino
(si transaminarea celei de a doua grupe amino). Presupunand c& toatd glutamina
alimentatd in reactor este transformatd 1:1 n amoniac, viteza de acumulare a
amoniacului ar trebui sa fie 0,071 mM/I/h pentru 1,5 vol/zi si 0,033 mM/I/h pentru
0,7 vol/zi. Aceste viteze sunt apropiate de vitezele medii observate pentru aceste culturi.
Se poate vedea ca la aceeasi concentratie de alimentare dar la o vitez& de perfuzie mai
mare, viteza de utilizare raportatd la productia amoniacului creste. Acest efect se vede
si in cazul metabolismului glucozei si indicad o vitezd de utilizare dependentd de
concentratie cum s-a raportat pentru alte linii celulare.

Exemplul 5. Etapa 4: Infectarea

In ziua a 7-a culturile se infecteaza cu virus stoc de insamantare HAV preparat,
de exemplu, in modul descris in Exemplul 1, la o valoarea a MOI de 0,1 (adica 1 virion
per 10 celule, cuantificat prin numararea nucleelor). Ulterior, titlul virusului stoc s-a gésit
afi 7,179 log in loc de 7,4 log ceea ce inseamna o valoare MOI de 0,062. Temperatura
se scade la 32°C cu 5 h inainte de infectare. Perfuzia se reia la 2 h dupa infectare.

pH-ul culturii se masoard cu analizorul de gaz sange Cornning-Ciba. Se iau
precautii ca pH-ul sa nu fie influentat de striparea CO, in timpul prelevarii probei. Glucoza,
acidul lactic si amoniacul se analizeaza cu un bioanalizor Kodak. Probele se dilueaza, cand
este necesar, cu WF1. Se cuantificd densitatea celularad prin metoda lui Sanford s.a.,
(J. Nat. Cancer Inst., 11:773-785, 1951), in care nucleele sunt eliberate sl colorate cu
cristal violet 0,1%(g/v) si 0,1'mM acid citric. Prelevarea de probe de culturd pentru
numararea celulelor se termina in ziua a 6-a deoarece agregatele se contracteaza in linia
de proba. Prelevarea de probe de mediu efluent se efectueaza zilnic.

Curba cresterii virusului din ziua a S-a in ziua 21 post infectia este prezentat in
fig.9. Havag (antigen HAV prin tehnica ELISA] unitati/ml bicreactor se obtine prin
corectarea titrului pentru diluarea probei in timpul procedurii de recoltare. Viteza
cresterii virusului pare a fi substantial mai mica in a treia saptdmana a infectarii. O alta
posibilitate este aceea ca cultura se atenueaza nainte de ziua 21 si virusul difuzeaza in
mediu in ziua a 21-a. Din experimentele NCF se stie ca virusul poate fi recoltat din celule
in ziua a 21-a post infectare si din mediu in ziua a 28-a. Ultimul procedeu este inca
folosit pentru obtinerea virusului stoc de insdmantare in NCF (vezi Exemplul 1).

In tabelele lia si llb se prezinta o comparatie a producerii virusului prin cele doua
procedee, Costar Cube si procedeul cu micropurtator.
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Tabel lia
Randament Havag per litru volum bioreactor la 21 zile post infectie
Bioreactor Culturi micropurtator perfuzate
CUBE perfuzat
1.3 vol/zi Spinner#1 Spinner#2 Spinner#3
0,7 vol/zi 1,5 vol/zi 1.5 vol/zi
Total unitati
Havag produse 1,9x10’ 1,54x10° 1,51x10° 1,52x10°
Volum bioteactor 28 litri 565 mi 565 mi 565 ml
Unitati Havag/ml
bioreactor 695 237 268 269
Tabel IIb
Randament Havag per celuld la 21 zile post infectie
Biorecator CUBE Culturi micropurtator perfuzate
perfuzat 1,3
vol/zi Spinner#1 Spinner#2 Spinner#3
0,7 vol/zi 1,5 vol/zi 1,5 vol/zi
Unitati Havag/ml
bioreactor 695 237 268 269
Celule/mi estimate*
bioteactor 2,4-3,0x10° 2,21x10° 2,34x10° 2,36x10°
Unitati Havag/mi
bioreactor 229-286 107 115 114

*Estimarea celulelor se face pe baza méasurarii densitatii
celulelor neinfectate 2,5x10°celule/cm? dupa 21 de zile in
Costar Cube corespunzatoare la 3MM celule/ml si o estimare mai mica de 2,0x10° celule/cm®.

Se fac doud comparatii: randamentul volumetric (Havag per litru de bioreactor)
si randamentul specific celular (Havag per celuld). Randamentul Havag per litru de
bioreactor da posibilitatea calculului direct al productivitatii reactorului. Deoarece
densitatile celulare sunt similare intre diferitele reactoare cu micropurtator si similare
cu densitdtile celulare estimate pentru reactorul Costar Cube, se poate face o
comparatie directd a productivitétii. Productia bioreactorului Costar Cube este media
Havag total recoltat din cateva cultivari Costar Cube impartita la volumul bioreactorului
de 28 |. Productivitatea a 3 spinnere cu micropurtdtor este aproape similara la cultura
cu viteza de perfuzie joasa (Spinner # 1), prezentand numai o descrestere de 12% in
randament. Randamentul culturilor cu micropurtdtor este 38% din cel obtinut in
procedeul Costar Cube. Productivitdti similare s-ar putea obtine prin cresterea incarcarii
cu bile, pentru a apropia densitatea celulara in cultura micropurtator cu mai mult de 2
ori fatd de densitatea celulara folosita.
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Valorile Havag per celuld pentru Costar Cube se estimeazad pe baza densitatii
celulare in Costar Cube. Densitatile celulare pentru spinnere sunt o masura directd a
nucleelor eliberate in timpul recoltarii fiecarui bioreactor la 21 zile. Deoarece in
bioreactorul cu vitezad de perfuzie joasa se masoara ceva mai putine celule, randamentul
per celuld este cu numai 7% mai scazut decat pentru celelalte spinnere (fatad de 12% pe
baza volumetricd). Aceasta indica ca o vitezad de perfuzie mai coborats limiteazd numai
putin producerea virusului. Randamentele per celuld pentru micropurtitor sunt aprox.
40...50% din randamentele per celuld estimate pentru Costar Cube, ceea ce indicd o
concordantd grosiera cu randamentul volumetric deoarece densitétile celulare sunt
aproximativ aceleasi in bioreactoare.

Exemplul 6. Recoltarea (Etapa 5)

In urmatoarea analiza se folosesc dous proceduri de recoltare: o recoltd mica de
S ml la 8 si 14 zile post-infectare si o recoltd din intregul bioreactor in ziua a 21-a post-
infectare.

Pentru probele la scara mica, o parte aliquotd de 5 ml agregat se spald de doua
ori cu PBS si se suspenda in tampon de lizare 0,1% triton. Agregatele se rup prin
forfecarea fluidului cu o pipetd si se preleveaza probe pentru numéararea nucleelor.
Nucleele se vizualizeaza prin diluarea 1:1 a unei prabe de 200 pl cu solutie 0, 1% cristal
violet / 0,1 mM acid citric. Se centrifugheaza, apoi, lizatul la 300xg pentru indepartarea
nucleelor si se iau parti aliquote pentru determinari EIA.

Pentru recolta bioreactorului se indeparteaza mediul prin aspirare si agregatele
se spala de 2 ori cu o cantitate de PBS echivalenta cu volumul bioreactorului. Se adaugs
apoi peste agregate un volum echivalent cu volumul bioreactorului de tampon de lizare
0,1% Triton si se recircula printr-un set de orificii inseriate, cu diametrele de 1/16",
1/32" si 1/64", la un debit de aprox. 700 ml/min. Dupa 15...30 min de recirculare
se lasd sa sedimenteze MC (si agregatele mici de 1-3 MC) si se indeparteaza lizatul care
nu contine MC. Un al doilea volum de Triton O, 1% echivalent cu volumul bioreactorului
se adauga la MC, se recirculd prin orificii timp de 15-30 min si se combina cu primul
lizat. Cantitatea obtinutd este esantionatd in vederea cuantificdrii nucleelor (vezi
procedeul de mai sus), EIA si HPSEC. Micropurt&torii se studiazd microscopic pentru
verificarea masei de celule.

Agregatele sunt destul de stabile in timpul celor 2 spalari cu PBS si sub agitare
la o vitezad de agitare de 3 ori mai mare decét viteza uzuald de agitare (75 fata de 25
RPM). Pentru recoltele la scaré micd se stabileste c& agregatele sunt dificil de rupt chiar
in prezenta tamponului de lizare Triton. De aceea, se folosesc o serie de orificii pentru
a simula forfecarea fluidului efectuata cu o pipeta la scara mica. Timpul de recirculare
este de aprox. 15 min per spalare, la un debit de aprox. 700 ml/min., ceea ce este
suficient pentru a produce o rupere adecvata; observarea vizuald a lizatului indicd MC
singulari si nuclee. Timpul de recirculare mentionat nu este, probabil, cel optim, dar
recircularea optima este usor de stabilit prin experimente de rutind bazate pe prezenta
descriere. Un avantaj al acestui procedeu este acela cd d&a posibilitatea eliberarii
nucleelor in vederea cuantificarii densitatii celulelor la momentul recoltarii. Principala
diferentd intre lizatul culturii monostrat si lizatul micropurtator este aceea c& este
necesara indepartarea prin filtrare a micropurtatorilor si a nucleelor inainte de filtrarea
fragmentelor mai mici prin filtrele de 0,2 pum.
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Exemplul 7. Furificarea (Etapa 6)

Se poate folosi orice procedeu cunoscut de purificare a HAV obtinut prin
procedeul descris. In continuare se va prezenta un procedeu care permite obtinerea
reproductibila a HAV de puritate inalta.

1. Filtrare lizat/Benzonaza

Aprox. 800 ml lizat se filtreaza printr-un filtru Durapore de 5 pm pentru a
indeparta nucleele si MC dupa care se filtreaza printr-un filtru de 0,2 pm pentru
indepartarea micilor fragmente. Lizatul Costar Cube se filtreaz& numai prin filtrul de 0,2
pm si in continuare lizatele provenite de la Costar Cube si micropurtator se trateaza in
mod identic. Tamponul Triton 0,1% se suplimenteaza cu 2M MgCl, pana la o
concentratie finald de 2 mM. La fiecare lizat se adauga Benzonaza, o nucleaza accesibila
comercial si produsa ca proteind recombinantd de Nycomad Pharma A/S (Danemarca),
(58 pl/l lizat) si se incubeaza peste noapte la temperatura camerei cu agitare.

2. Coloana de captare

Aproximativ 800 ml lizat tratat cu Benzonaza se filtreaza printr-un filtru de 0,2
pm si se incarca sub actiunea gravitatii (diferenta de inéltime 2 m), intr-o coloana de
captare cu diametrul de 2,6 cm continand 54 ml rasina Toyopearl 630M. Coloana se
spald cu 0,03 M Nacl cu 20 volume de coloana si produsul se elueaza prin gravitatie la
~6 ml/min. folosind NaCl 0,35 M.

3. Precipitarea PEG si extractia cu solvent

Dupa stocare peste noapte la 4°C, produsul eluat din coloana (~30 mi) se
incubeaza cu PEG 4,5% si 0,42 M solutie de sare, la 4-8°C pentru precipitarea Hep.A
si centrifugare la 1000xg. Peletii se resuspendeaza in tampon salin cu EDTA(PNE],
combinat cu doua parti amestec cloroform:alcool izoamilic 24:1, se agitd manual 3 min
si se centrifugheaza la 3000xg. Faza apoasa (-7 ml) se indeparteaza si solventul se
reextrage cu 3,45 ml tampon PNE. Extractele se combina si reprezinta produsul extras
cu solvent.

4. Analizele EIA si HPSEC si SDS Page

Analizele EIA si HPSEC (sistem HPLC Rainin cu coloana cu excludere dupa marime
TS12-Gel G4000 pw) se fac pe probe din fiecare etapad a procedeului de purificare.
Lizatul filtrat si lizatul tratat cu nucleaza este analizat la 260 nm iar celelalte la 214 nm.
Analiza SDS Page a produsului extras cu solvent se face pe gel 12%.

Tabelul 3
Randamentele etapei de purificare EIA
Etapa Procedeu la Lizat CUBE Lizate micropurtator
scara mare 8 1 2 3

Lizat filtrat 88 89 84 78 80
Tratare cu Nucleaza 100 89 100 98 91
Coloana de captare 62 60 55 73 72
PEG 108 82 88 84 88
Extractie cu solvent o4 46* 64 72 77
Total prin extractie 32 20 26 30 35

* Datele EIA pentru acest randament se obtin din probe cu vechimea de o luna
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Tabelul 4
Purificarea: Aria relativa % a Hepatitei A prin HPLC
Sursa Aria % Aria % a Aria % a produsului
Precipitat PEG, | produsului AGX, | AOX corectat cu picul
214 nm 214 nm BSA, la 214 nm
Lizat CUBE 8 35% 90% 98%
Micropurtator 1 33% 55% 93%
Micropurtator 2 41% 71% 98%
Micropurtator 3 44% 73% 97%

Productia medie
Loturile 18-26 27,8% SD 3,5% 68,3% SD 6,9%

Scopul lucrarilor de purificare este acela de a determina diferenta dintre lizatul
obtinut de la micropurt&tor si lizatul obtinut din cultura celulara in monostrat, pentru
purificarea ulterioara. Un litru de lizat de la Costar Cube si aprox. 800 ml lizat
micropurt&tor se purifica, in parallel, pentru comparatie. Purificarea se efectueaza prin
extractie cu solvent deoarece in acest fel se realizeazid marea parte a purificarii si
asigura o buna comparatie a performantei purificarii. De asemenea, la aceasts scara,
cantitatea de material care trece prin restul procesului este limitata. Dupa cum se
prezinta in Tabelul 3, valorile EIA pentru procedeul la scard mica sunt in concordanta
bund cu cele ale procedeului pe scaré larga. In plus, randamentele de lizat micropurtdtor
sunt in concordanta excelenta cu lizatul productiei de contral. Experienta de colorare cu
argint SDS Page efectuatd pe produsul extras cu solvent, indicatd in Fig. 10, arata in
mad clar cele 3 benzi de Hep.A pentru lizatul Costar Cube la scard mic3 si cele 3 culturi
cu micropurtator. Apare o altd band& in zona micropurtitorului la o masa moleculars de
aprox. 66000. Aceasta corespunde la BSA (66.200 MW) si se datoreaza probabil
spalarii insuficiente cu PBS, in timpul etapei de recoltare, pentru indepartarea proteinelor
din ser inainte de addugarea tamponului de lizare Triton. Lizatul Costar Cube are
aproximativ dublul cantit&tii normale de Hep.A determinat3 prin
EIA, datoritd probabil amestecarii inadecvate inaintea prelevarii praobei. Continutul mai
mare de HAV in lizatul Costar Cube este prezent pe parcursul procedeului astfel c&
diferenta n densitatea benzii se datoreaza in parte acestui fapt si partial randamentului
de aprox. 50% in culturile MC.

Profilele HPSEC pentru lizatul filtrat, lizatul tratat cu nucleaza, produsul captat,
precipitattul PEG si produsul de extractie cu solvent sunt prezentate in Fig. 11-15. De
remarcat ca profilele sunt foarte similare pentru lizatul micropurtator si lizatul Costar
Cube ceea ce indica o performanta de purificare similara. In profilul extractului cu solvent
pic-ul suplimentar existent intre HAV si pic-ul corespunzitor solventului se crede c3 este
banda BSA din gelul SDS Page. Suprafata relativd %HAV pentru precipitatul PEG si
produsul extras cu solvent (AGX) sunt prezentate in Tabelul 4. Procentul este calculat
in acelasi mod ca in productie si tine cont de toate pic.urile existente inaintea pic-ului
solventului.

Comparand lizatul Costar Cube # 8 cu lizatul micropurtitor se observa o
concordantd relativa pentru produsul PEG si o arie % mai mica pentru produsul extras.
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Pic-ul suplimentar in culturile micropurtator se atribuie a fi BSA. Pentru a tine cont de
aceasta ariile % pentru Hep.A se recalculeaza prin scaderea pic-ului atribuit BSA. Aria
% relativé pentru lizatul micropurtator si lizatul Costar Cube # 8 sunt intr-o concordanta
excelentd si prezintd un produs surprinzator de pur in acest punct. Compararea ariilor
relative pentru lizatul Costar Cube # 8 si pentru media productiei Costar Cube indica un
randament pe scard mare putin mai mic pentru etapa PEG si o scadere mult mai mare
pentru etapa extractiei cu solvent. Aceasta sugereaza o diferentd in purificarea pe scara
mare si cea pe scara mica.

Exemplul 8. Propagarea virusului varicelei in sistermul micropurtator agregat

Se prezinta infectarea celulelor MRC-5 crescute ca o culturd agregat cu tulpina
Oka a virusului varicelei. Intr-un sistem spinner micropurtator, ca cel prezentat in
Exemplul 2, se prepard micropurtatori inveliti in sticld Solohill, la 40 g/I, 80 g/I si 80
g/| si se inoculeazd cu celule MRC-5 extinse in Nunc Cell Factories, intr-o manierd
similara cu cea din Exemplul 3. Celulele se perfuzeaza la viteze de 1, 1,5 si 2 volume
per zi, vitezele mai mari corespund la inc&rcaturi mai mari de bile. Perfuzia se efectueaza
ca in Exemplul 4. Celulele se cresc 4-5 zile, dupa care se infecteaza la un raport de
infectare de o celuld de insdmantare recoltata la 15 celule tintd in cultura micropurtator.
Densitatea celulelor in momentul infectarii variaza de la 2 la 4 milioane celule/ml. Virusul
de insdmantare se prepara prin infectarea a 10 straturi NCF cu virusstoc la o valoare
MOI de 1:125 si se recolteazd cu tripsind la 48 h dupa infectare. Dupa 30 h se
recolteaza proba de cultura micropurtétor la fiecare 6 h, prin decantarea mediului, dupa
4 spalari cu tampon fosfat, urmata de resuspendare intr-o formulare de stabilizator.
Agregatele se rup prin forfecarea fluidului cu un ac de seringa. La aproximativ 48 h post-
infectare intregul volum al fiecaruie din cele 3 spinnere se recolteaza folosind metoda
forfecarii fluidului decsrisad in Exemplul 6. Agregatele sunt mai greu de rupt fara
detergent, asa cum se prezintd in Exemplul 6. De aceea, este necesard o forfecare mai
mare a fluidului prin cresterea vitezei lineare prin orificil.

Exemplul 9. Propagarea virusului oreionului intr-o culturd micropurtator agregata.

Celule fibroblaste de embrion de pui, initiale sau conservate prin congelare, dupa
mai multe pasaje in culturi monostrat, in prezentul exemplu de 2 ori, se adauga in
cantitate de aprox. 5-10 celule/bild de micropurtadtor din diferite materiale - in acest
exemnplu plastic invelit n sticld (diametru 150-212 pm, densitate 1,02) la o concentratie
de 40 g/I, intr-un vas Spinner din sticla de 250 ml. Pentru cresterea celulelor pana la
o densitate de 4x10° celule/ml, se foloseste un mediu 199 sau DMEM modificat cu
10% FBS, cu completarea zilnicd a mediului. Cresterea in acest sistem se caracterizeaza
prin agregarea micropurtdtorilor pand la o marime care creste progresiv (2-50) pe
masura ce creste densitatea celulard. Infectarea si replicarea virusului oreionului, pentru
obtinerea vaccinului, se demonstreaza in acest sistern prin addugarea virusului oreionului
de insdmantare (Jeryl Lynn Strain) in aceastd culturad micropurtator.

Revendicari

1. Procedeu pentru producerea unui virus, intr-o cultura agregata micropurtator-
celuld, care cuprinde retinerea unei populatii de celule, intr-o stare atasata si agregats,
fara desprinderea celulelor de micropurtatori, chiar intr-o faza de infectare prelungita,
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pentru producerea unei cantitdti de antigen vaccin viral, caracterizat prin aceea ca el
cuprinde etapele:

a) prepararea micropurtatorilor inveliti in sticld, prin invelirea unor bile de
polistiren, de marime si densitate predeterminate, cu un strat subtire de sticld cu
densitatea de 2,4 g/ml, prin hidratarea, sterilizarea si echilibrarea respectivilor
micropurtatori, intr-un mediu de culturd, intr-un bioreactor adecvat pentru cultivarea
celulelor susceptibile la infectare cu un virus;

b) inocularea celulelor intr-un mediu de culturd adecvat, la o concentratie
suficienta, pentru a realiza o atasare uniforma a celulelor la micropurtatori, astfel incit
flecare micropurtator sa aibe 1...10 celule/micropurtdtor, preferabil 5...10
celule/micropurtator, folosind o vitezd de agitare egald cu viteza de realizare a unei
suspensii, care este viteza minima de agitare necesara realizarii unei conditii in care nici
un purtdtor nu std mai mult de aproximativ 1 s pe fundul bioreactorului cu agitare, la
un pH de 7,6...7.9;

c) cresterea celulelor inoculate si atasate in faza logaritmica tarzie sau la cea
stationara incipientd cu un control al pH-ului si cu completarea mediului suficient pentru
a asigura nutritia adecvata a celulelor si controlul marimii agregatului si o viteza de
agitare suficient de lentd pentru a permite formarea eficientd a agregatului
micropurtator-celuld, dar suficient de rapid pentru a mentine toti micropurtitorii n
suspensie, timp de aproximativ 6 zile;

d) infectarea agregatului micropurtator-celuld in faza logaritmica tarzie sau
stationara incipienta cu virus, folosind un stoc de virus infectios pentru infectarea
celulelor la multiplicitate de infectare, preferabil micropurtdtori de polistiren inveliti n
sticla si colagen, de aproximativ 0,05...1, de preferinta O,1; perfuzia se stopeaza 2 h,
in timpul de infectare pentru a permite atasarea virusului la celule apoi se restabileste
perfuzia si cresterea virusului o perioada de timp ce variaza in functie de tipul virusului,
perioada suficienta pentru obtinerea unui randament maxim de virus pentru recoltare;

e) recoltarea si recuperarea virusului din cultura de agregate micropurtator-celuld,
unde recoltarea virala cuprinde intr-o prima etapa oprirea agitarii si celulele infectate cu
virus atasate la micropurtatori sedimenteaza sub actiunea gravitatiei.

2. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca celule supuse
infectarii cu virus sunt celule firoblaste diploide de pldman uman, embrionar, celule de
rinichi de maimuta, fibroblaste de embrion de pui sau celule W138.

3. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca virusul care
realizeaza infectarea celulelor poate fi: virusul hepatitei A, virusul de variceld, pojar,
oreion, rubeold, polio, virusul de herpes sau

rotavirus.

4. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea cé, atunci cand
celulele supuse infectarii sunt celule firoblaste diploide de plaman uman embrionar,
virusul care realizeaza infectarea celulelor este virusul hepatitei A.

9. Procedeu conform revendicdrii 1, caracterizat prin aceea ca cuprinde
etapele;

a) prepararea micropurtatorilor inveliti cu sticld, care constau din bile de polistiren
invelite intr-un strat subtire de sticla si colagen, hidratarea, sterilizarea si echilibrarea
micropurtatorilor respectivi intr-un mediu de culturd, intr-un bioreactor adecvat pentru
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cultivarea celulelor susceptibile la infectarea cu virusul hepatitei A, care urmeaza a fi
folosit ca antigen pentru vaccin;

b) inocularea celulelor fibroblaste diploide de plaman de embrion uman in mediul
de cultura adecvat, la o concentratie de plantare de 5-10 celule/micropurtator pentru
a realiza o atasare uniformd@ a celulelor la micropurtatori astfel ncat fiecare
micropurtdtor sa aibe atasatd cel putin o celuld, la o vitezd de agitare cu viteza de
realizare a unei suspensii, care este viteza minima de agitare necesara realizarii unei
conditii in care nici un purtator nu sta mai mult de aproximativ 1 s pe fundul de agitare
si la un pH si o temperatura care s& permita formarea agregatelor structurale;

c) cresterea celulelor inoculate si atasate in faza logaritmica sau la cea stationara
incipienta cu un contral al pH-ului si cu o completare a mediului la o viteza de aproximativ
0,7 la aproximativ 2 volume/zi pentru a asigura nutritia adecvata a celulelor si controlul
marimii agregatului si o viteza de agitare suficient de lenta pentru a permite formarea
eficienta a agregatului micropurtator-celuld, dar suficient de rapida pentru a mentine toti
micropurtatorii in suspensie;

d) infectarea agregatului micropurtator-celuld in faza logaritmica tarzie sau
stationara incipientd cu virusul hepatitei A si cresterea virusului o perioada de timp
suficientd pentru obtinerea unui randament maxim de virus pentru recoltare;

e) recoltarea virusului din cultura de agregare micropurtdtor-celuld prin
indepartarea mediului de culturad si inlocuirea lui cu un tampon de recoltare, care contine
preferabil un detergent, la o concentratie O, 1%, trecerea fortatd a culturii de agregare
micropurtdtor-celule printr-o serie de orificii cu diametrul descrescator astfel incat cel
mai mic orificiu este aproximativ de 5 ori marimea unui micropurtdtor singular, sau
suficient pentru a obtine o viteza lineara de la aproximativ 1010 m/min, la aproximativ
2020 m/min si recuperarea virusului hepatitei A eliberat.

Presedintele comisiei de examinare: biochim. Cretu Adina
Examinator: ing. biochim. Eremia Laura
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