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L’objectif principal de ce travail était d'optimiser la production de vecteurs
adénoviraux dans des cultures opérées en mode perfusion par le biais d'une

estimation en temps réel de I'état physiologique des cellules.

La premiére partie de ce travail porte sur l'influence de deux parameétres
importants lors d'une production en perfusion: la concentration cellulaire au
moment de linfection et le débit d’alimentation. Des expériences ont été
effectuées pour en discerner l'effet sur la productivité des cultures. Des
résultats, il est ressorti qu'avec une alimentation de 2 volumes/j, il est possible
d’infecter une culture jusqu'a une densité de 3x10¢ cell/mL, tout en maintenant
une production spécifique similaire a celle obtenue dans une culture en cuvée
avec changement de milieu. La productivité volumétrique s’en trouve des lors
accrue par un facteur de cing. Diverses méthodes permettant le suivi en ligne
du processus d’infection ont également été examinées. Il ressort que
Vaugmentation de la respiration et du biovolume des cellules infectées
constituent des indicateurs fiables du succés de l'infection. De plus, en raison de

Iinstabilit¢é du virus produit, le signal de fluorescence s’avere un outil
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indispensable pour estimer le moment de la récolte qui correspond au

maximum de concentration du virus dans le bioréacteur.

Dans le but d’optimiser la production, la seconde partie du travail a porté sur la
caractérisation du métabolisme cellulaire en fonction des conditions opératoires
testées. Pour ce faire, la technique d’analyse des flux métaboliques a été utilisée
a partir d'un modele biochimique des cellules 293 développé et validé lors de
travaux antérieurs. Les résultats ont montré un lien intime entre l'état
physiologique des cellules et la productivité des cultures. De fagon plus
spécifique, il a été établi que des cultures caractérisées par une activité
métabolique plus élevée dans le cycle de Krebs conduisent a une plus grande
production d’énergie et donnent lieu a une meilleure productivité. En outre,
une infection efficace se traduit par un accroissement significatif des principaux
flux suivant l'infection. Les résultats ont également montré que des profils de
flux similaires peuvent étre obtenus a faible comme a haute densité cellulaire

en ajustant le taux de perfusion.

La derniére partie de la theése est consacrée a 'estimation en temps réel des flux
métaboliques comme outil de suivi et d’optimisation du procédé. L’approche
développée comporte un algorithme de moindres carrés récursifs pour estimer

le taux de croissance & partir d'une mesure en ligne de la capacitance de la
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culture. En assumant une composition cellulaire pré-determinée, cela permet
d’estimer les taux biosynthétiques requis pour le calcul des flux intracellulaires.
Les taux de consommation et de production sont quant a eux estimés a partir de
mesures quotidiennes de concentration puis corrigés grace a un filre de
Kalman, ce qui permet d’atténuer l'effet du bruit de fond. Les taux ainsi générés
sont testés pour détecter la présence d’erreurs de mesures grossieres par le biais
de bilans sur les atomes de carbone et d’azote, puis les flux intracellulaires sont
ensuite calculés. Cette approche a permis d’établir qu'au cours d"une culture, les
flux glycolytiques diminuent & mesure que la concentration cellulaire augmente.
Parallelement, on note une entrée accrue de pyruvate dans le cycle TCA ce qui
se traduit par un métabolisme plus efficace. A partir du modele métabolique, il
est possible d'estimer le taux de production d’ATP. Ce dernier s'avére un bon
indicateur de Uactivité métabolique des cellules et ce taux est corrélé avec la
productivité spécifique des cultures. Il est également démontré comment la
connaissance des flux intracellulaires peut servir pour "optimisation en temps
réel d’'un procédé. En ajustant d'une fagon quotidienne le débit d’alimentation,
on peut accroitre la densité cellulaire tout en maintenant les cellules dans un
état physiologique désiré ce qui maximise la production volumeétrique.
L'approche a ainsi permis d'infecter une culture 2 une densité de 5x10°

cellules/mL.
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Les méthodes de contrble classiques s’évertuent a maintenir des conditions
environnementales propices a la croissance des cellules et a la production. En
procurant une connaissance en temps réel de la distribution des flux
intracellulaires, ces travaux ouvrent la porte a la conception de stratégies
d’alimentation qui soient basées non pas sur le contrdle de U'environnement
autour des cellules, mais plutdt sur le contréle de I'état physiologique méme des

cellules.



The main goal of this work was to optimize the production of adenoviral vector
in perfusion cultures, based on a real-time estimation of the physiological state

of the cells.

In the first part of this work, the influence of two important operating
parameters for perfusion cultures is investigated: the cell density at infection
and the perfusion rate. Several experiments were conducted to analyze their
influence on the productivity of the cells. Compared to a batch with medium
exchange, a five-fold increase in virus titers was obtained when feeding the
culture at 2 vol/d. Moreover, the specific productivity was maintained for cell
densities at infection up to 3x10° cells/mL. Various online tools were also
shown to provide critical information during the infection. Increased respiration
and biovolume were found to be consistent and reliable indicators to assess the
status of an infection. It is also demonstrated that a fluorescence signal can help
to determine the appropriate harvest time by predicting the peak in viral vector

concentration.
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In the second part of this thesis, the cell’s metabolism was studied in relation
with the prevailing operating conditions. To characterise the physiological
response of the cells, metabolic flux analysis was employed based on a
previously established and validated biochemical network for the HEK-293
cells.

The results demonstrated an intimate link between the cell physiological state
and the productivity of a culture. More specifically, it was established that
cultures characterized by an enhanced Krebs cycle activity lead to greater
production of energy and higher cell specific productivity. Moreover, a good
production is marked by a significant increase in glycolytic and TCA fluxes
following cell infection with an adenovirus. Results also showed that similar
flux distribution profiles can be obtained in cultures operated at different cell

densities by modulating the perfusion rate.

In the last part of this work, an approach is developed to allow real time
estimation of metabolic fluxes for process optimization and monitoring. A
recursive least-squares method is used to estimate the specific growth rate from
an online culture capacitance measurement. This permits an evaluation of the
biosynthetic rates, assuming a constant cellular composition. The specific rates
of nutrient consumption and metabolite production are estimated using an

extended Kalman filter for noise reduction, based on daily offline concentration
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measurements. Prior to flux calculation, the generated rates are tested for the
presence of gross measurement errors using elemental balances on carbon and
nitrogen. During a culture, the glycolytic fluxes were found to decrease with
increasing cell concentrations. A concomitant increase in the flux of pyruvate
entering the Krebs cycle was observed. The metabolic model allows for the
estimation of the specific ATP production rate. The later was found to reflect the
overall metabolic activity of the cells and was correlated with the cell specific

productivity.

It is also demonstrated how real time estimation of intracellular rates can be
used for process optimization. With daily adjustment of the feed rate, the cell
density can be increased while maintaining the cells in a desirable physiological
state to maximize the productivity. This approach allowed the infection of a

culture at a concentration of 5x106 cells/mL.

Traditional control methods have aimed at maintaining constant environmental
conditions favouring cell growth and production. With real-time knowledge of
the intracellular flux distribution, this work opens up the possibility of

designing new strategies to control directly the physiological state of the cells.
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Actuellement, les vecteurs adénoviraux sont des outils thérapeutiques
importants puisqu’ils sont impliqués dans environ 30 % des protocoles de
thérapie génique pour le traitement de diverses maladies, notamment le cancer
et la fibrose kystique. En décembre 2003, un traitement pour le cancer basé sur
la thérapie génique et employant un vecteur adénovirus a obtenu le feu vert des
autorités chinoises, suite aux résultats encourageants obtenus & l'étape
préclinique. Dans le réle de vaccin, les adénovirus sont également appelés a
connaitre un essor important au cours des années a venir puisqu’ils sont au
cceur de plusieurs programmes de développement de vaccins pour lutter contre
le SIDA. Leur attrait comme vecteur pour le transfert de génes tient au fait qu'ils
peuvent transférer de trés grandes portions d'ADN et qu'ils sont capables
d'infecter un nombre élevé de types cellulaires avec une efficacité proche de
100%. Autre atout important, ils peuvent également infecter des cellules qui ne
se divisent pas contrairement a la majeure partie des rétrovirus. Les adénovirus,
dans leur forme naturelle, ne sont pas trés nocifs, ne provoquant généralement
rien de plus qu'un rhume chez les personnes en bonne santé. Leur utilisation en

tant que vecteur est donc relativement sfire. Le seul inconvénient majeur lié &



leur utilisation est de provoquer de fortes réactions inflammatoires et

immunitaires.

Si l'utilisation des vecteurs adénoviraux est largement documentée, il en va
autrement pour ce qui touche a leurs modes de production. Les vecteurs sont
généralement produits en bioréacteurs en utilisant des lignées cellulaires qui
permettent la réplication de l'adénovirus. La multiplication des essais
précliniques et cliniques, requérant d’'importantes quantités de virus, laisse
anticiper une demande sans cesse croissante de vecteurs viraux, d’ou la
nécessité de développer et d’optimiser des procédés de production qui soient

fiables, reproductibles et pour lesquels la mise & I'échelle est possible.

Cependant, les méthodes classiques de production présentent généralement des
rendements modestes, puisqu’elles sont confinées a opérer a des concentrations
cellulaires relativement faibles. En effet, au-dela d’un certain seuil de
concentration en cellules, on observe une diminution drastique de la
productivité spécifique (par cellule) ce qui se traduit par des concentrations
finales en produit trés faibles. Pour surmonter ces limites et concevoir des
procédés plus performants, il est impératif de mieux comprendre le
métabolisme cellulaire qui sous-tend le processus d’infection. En outre,

Voptimisation de ces modes de production nécessite parallelement le



développement d’outils permettant d’identifier et de contrdler les parametres

clefs du procédé.

L’objectif principal de ce travail est donc d’optimiser la production de vecteurs
viraux. Afin de lever les limitations des méthodes de production traditionnelles,
les cultures ont été opérées en mode perfusion utilisant un filtre acoustique
pour retenir les cellules dans le bioréacteur. Pour les fins de suivi et
d’optimisation, une approche permettant l'estimation en temps réel des flux
intracellulaires a été congue a partir d'un modeéle métabolique développé lors de

travaux antérieurs sur le métabolisme des cellules humaines HEK-293.



CHAPITRE 1: REVUE DE LA LITTERATURE

1.1 Production de vecteurs adénoviraux et métabolisme cellulaire

La production de vecteurs adénoviraux s’effectue principalement a l'aide de
cellules 293 HEK (Human Embryo Kidney). 1l s’agit de faire croitre les cellules
dans un bioréacteur jusqu’a 1'obtention d’une concentration cellulaire donnée,
puis d’infecter la culture, c’est a dire lui ajouter une certaine quantité de
particules virales. Les principales étapes du processus d’infection sont illustrées
dans la Figure 1.1. Lorsqu’un adénovirus entre en contact avec une cellule, son
ADN traverse la membrane plasmique et se rend jusqu’au noyau, puis réplique,
transcrit et traduit son matériel génétique en détournant les mécanismes de
réplication de la cellule (la croissance cellulaire est alors stoppée). L'assemblage
des constituants du virus est effectué et, finalement, par un mécanisme de lyse
(désintégration de la membrane), les nouvelles particules virales sont excrétées
et peuvent alors infecter a leur tour d’autres cellules. Le cycle cesse une fois
toutes les cellules infectées, le processus entrainant inévitablement la mort de

ces derniéres,



Du fait de sa simplicité d’opération, le mode cuvée constitue V'approche
traditionnelle pour produire des vecteurs viraux. La Figure 1.2 présente des
profils typiques de concentrations cellulaire et de virus observés au cours d'une
production en cuvée. Au moment de linfection, le virus est ajouté dans un
rapport de 10 a4 100 pour 1 cellule (on appelle ce rapport la « M.O.L », la
multiplicité d’infection). Au terme de la production, soit environ 48 heures
apreés Uinfection, la quantité de virus aura été amplifiée d'un facteur pouvant

aller de 1000 2 16 600 .

Figure 1.1 Cycle lytique
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Figure 1.2 Production de virus en mode batch

1.2 Maximisation de la productivité : limitations rencontrées

Dans le cas de la production d’'une protéine recombinante en bioréacteur, il

existe essentiellement deux approches séquentielles pour augmenter le



rendement: 1) maximiser la production spécifique (par cellule) et 2) maximiser
la concentration de cellules. Tout en maintenant la production spécifique
optimale. Pour la production de vecteurs viraux, la difficulté réside dans le fait
que maximiser la concentration de cellules se fait souvent au détriment de la
production spécifique. En effet, au-dela d'un certain seuil (généralement
compris entre 0.5 et 1x10¢ cellules/mL), la production spécifique de virus va
décroitre dramatiquement et en bout de ligne, les concentrations obtenues
seront plus faibles en dépit de concentrations cellulaires plus élevées (Nadeau et
Kamen 2003). Ce seuil est trés bas par comparaison avec les densités cellulaires
qu’on peut atteindre en culture batch avec des cellules non-infectées et pour un
méme milieu (souvent 3x10¢ cellules/mL et plus). Le ou les facteurs qui limitent
la production a haute densité demeurent inconnus, mais il est vraisemblable que
cela soit le résultat de I'épuisement d’un nutriment clef ou d'un phénomene
d’inhibition causée par l'accumulation d’un métabolite dans le milieu de
culture.

Les méthodes classiques de production ont donc des rendements modestes
puisqu’elles sont condamnées a opérer a des concentrations cellulaires
relativement faibles. En conséquence, pour générer de grandes quantités de

vecteurs viraux, cela nécessite 'emploi de bioréacteurs de trés grands volumes.



Comme on est 2 méme de le constater, la production de virus est intiment liée
au métabolisme cellulaire. Avant d’aller plus avant et pour mieux comprendre
ce lien, il importe de rappeler quelques notions de bases relatives a la culture de

cellules.

1.3 Culture de cellules animales : considérations de base

La physiologie des cellules mammiféres est trés complexe; la Figure 1.3 présente
un schéma tres simplifié de leur métabolisme. Le glucose et la glutamine
constituent les principaux nutriments avec 'oxygene. Pour croitre, les cellules
requiérent également un milieu de culture contenant des acides aminés, des sels
minéraux, des facteurs de croissance, des hormones, des lipides et des

vitamines. Les produits principaux sont le COy, le lactate et I'ammoniac.

glucose \ o lactate

1Tul 7
glutamine —» e NHs

/ ™ o,

Oz

Figure 1.3 Métabolisme de base des cellules animales.



Le glucose est 'une des principales sources de carbone et d’énergie pour une
cellule et peut suivre quatre voies métaboliques. La voie oxydative est celle ot il
est dégradé en CO2 et HyO de facon aérobique par le cycle de Krebs. Dans la
glycolyse, le glucose est catabolisé de fagon anaérobique pour produire du
lactate. La troisiéme voie est celle du cycle du pentose phosphate qui sert a la
synthése des acides nucléigues. Finalement, le glucose peut également étre
emmagasiné sous forme de glycogéne comme réservoir d’'énergie. La glutamine,
quant & elle, intervient a la fois comme source énergétique et dans la synthése

protéique.

Le lactate et 'ammoniac sont donc les deux principaux déchets issus du
métabolisme cellulaire. De nombreuses études ont documenté leurs effets
inhibiteurs respectifs sur la croissance et la productivité des cellules. Méme si
les valeurs varient selon le type de cellules, les effets néfastes du lactate se
manifestent généralement & des concentrations de 'ordre de 30 a 40 mM ou plus
(Ozturk et al. 1992). Dans le cas de I'ammoniac, les concentrations inhibitrices

rapportées se situent plutét entre 5 et 10 mM (Ozturk et al. 1992).
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viétabolisme cellulaire durant Vinfection

Pour comprendre les facteurs limitant la productivité, plusieurs études ont
cherché a caractériser le métabolisme des cellules 293 durant U'infection, en

relation avec différents facteurs environnementaux et physiologiques.

Plusieurs parametres ont fait 'objet d’études pour en déterminer I'influence sur
le processus d'infection. Parmi les principaux pouvant jouer un role
déterminant sur la productivité, on note les effets de la température (Jardon et
Garnier 2003), du sérum (Cote et al. 1998; Frazzati-Gallina et al. 2001; Merten et
al. 1999; Schoofs et al. 1998) du pCO: (Jardon et Garnier 2003), du pH (Jardon et
Garnier 2003; Xie et al. 2002b), de la multiplicité d’infection (Schoofs et al. 1998}

et de I'osmolarité (Nadeau et al. 1996).

En outre, plusieurs groupes se sont penchés sur la consommation de nutriments
comme 'oxygene, le glucose et les acides aminés, de méme que la production
de métabolites tels le lactate et l'ammoniac. Ainsi, une augmentation
significative de la consommation de glucose et de glutamine ainsi qu'une

production de lactate et d’ammoniac accrue durant linfection ont été
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rapportées (Garnier et al. 1994; Iyer et al. 1999; Xie et al. 2002b). Pour les cellules
293, on a constaté des effets nocifs sur la viabilité cellulaire 2 des concentrations
en lactate de "ordre de 20 mM (Nadeau et al. 1996). Dans le cas de 'ammoniac,
une inhibition de la croissance a été observée pour des concentrations de l'ordre
de 1 a 2.5 mM. Tout comme celle du glucose, la consommation spécifique
d’oxygeéne augmente elle aussi apres l'infection (Garnier et al. 1994; Kussow et
al. 1995). Cela peut s’expliquer en partie par 'augmentation du diametre et de
la masse des cellules post-infection. La consommation des acides aminés serait
essentiellement similaire a celle observée lors de la période de croissance pré-

infection (Nadeau et Kamen 2003).

1.5 Stratégies pour maximiser la productivité

Dans le but d’améliorer la production d’adénovirus, plusieurs études ont
cherché a trouver des moyens pour infecter les cellules a plus haute densité
tout en conservant une productivité spécifique au moins comparable a celle
obtenue & faibles concentrations (0.5x10¢ cellules/mL). Différentes stratégies

d’alimentation et différents modes d’opérations ont été proposés pour tenter de
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contrer les limitations nutritionnelles ou 'accumulation de métabolites toxiques.

Les principales sont décrites dans les paragraphes suivants.

1.5.1 Cuvée avec changement de milieu au moment de l'infection

Ce mode d’opération consiste a centrifuger les cellules et a les remetire en
suspension dans un milieu de culture frais avant de procéder a l'infection.
Garnier et al. (1994) ont démoniré qu'un tel changement de milieu s’avere
nécessaire dés que la concentration cellulaire est de 1x10¢ cellules/mL ou plus, ‘
sans quoi les concentrations finales de virus obtenues sont faibles. Une infection
3 2x106 cellules/mL nécessite quant a elle un deuxiéme changement de milieu
24 heures apres V'infection. Bien que souvent utilisé (Frazzati-Gallina et al. 2001;
Iyer et al. 1999; Merten et al. 1999), ce type d’opération requiert une étape de
centrifugation des cellules qui, en plus de perturber la culture, souléve certaines
contraintes pour la mise a 1'échelle. En outre, infecter & des densités plus élevées
nécessiterait des changements encore plus fréquents, rendant le procédé

coliteux et peu flexible.
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1.5.2 Cuvée alimentée (Fed-batch)

La cuvée « alimentée » est employée pour pallier les limitations nutritionnelles
du mode cuvée et consiste a ajouter continuellement des nutriments a la culture.
Du fait de sa simplicité d’opération, le mode fed-batch est généralement la voie
privilégiée pour augmenter les rendements. La difficulté réside dans la
détermination de la nature et de la concentration de la solution d’ajout. En
culture de cellules animales, la plupart des stratégies d’alimentation sont
congues de facon a minimiser l'accumulation des principaux métabolites

toxiques que sont le lactate et 'ammoniac.

Garnier ef al. (1994) ont montré qu’une addition de glucose 24 heures post-
infection jointe a un ajustement du pH était une alternative équivalente au
changement de milieu. Dans une autre étude, 'addition de glucose a permis de
maintenir des concentrations résiduelles autour de 5 mM ce qui s’est traduit par
une réduction significative a la fois de laccumulation de lactate et de
Vosmolarité {Nadeau et al. 1996). Si la stratégie a permis une infection a une
densité cellulaire élevée (3x10¢ cellules/mL), la production spécifique était

cependant, quant a elle, beaucoup plus faible qu’a basse densité.
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Des cultures en mode fed-batch pour réduire la production d’ammoniac en
maintenant des niveaux trés bas de glutamine ont également été effectuées en
milieu sans sérum (Lee et al. 2003). Dans cette étude, une stratégie de contrdle
en ligne a permis de maintenir la glutamine & des concentrations de l'ordre de
0.1 mM. Par rapport a des cultures en baich, des densités cellulaires deux fois
plus élevées furent atteintes et le temps de culture s’en est trouvé prolongé. Les
cultures ont également été infectées a haute densité (3x10° cellules/mlL) et la
productivité obtenue était 10 fois supérieure a celle atteinte en batch. Si la
production spécifique d’ammoniac était réduite, dans cette étude, le rapport
ammoniac/glutamine demeurait quant a lui inchangé. Le rapport
lactate/glucose était par contre réduit de facon significative et les auteurs
avancent que c’est probablement la réduction de la production de lactate qui
explique les différences observées. Il est a noter que les taux spécifiques de

consommation pour la plupart des autres acides aminés sont demeurés

relativement similaires.

Les travaux de Nadeau ef al. (2000b) ont également mené a des concenfrations
cellulaires plus élevées par l'addition de glutamine durant la phase de

croissance. En outre, une culture avec ajout d’acides aminés a conduit a des



concentrations cellulaires encore plus élevées, jumelées a une réduction

significative de I'accumulation d’ammoniac.

Des cultures avec ajout d’acides aminés, de glucose et de glutamine ont été
comparées pour deux densités d'infection (1 et 2x10° cellules/mL) (Nadeau et
al. 2000b). Pour une densité plus élevée & l'infection, une baisse de production
spécifique dramatique a été observée. Ce résultat suggére qu'un ou plusieurs
autres nutriments sont en cause ou alors que l'accumulation d'un métabolite
toxique ne peut étre entiérement évitée par le simple ajout de glucose, de

glutamine ou d’acides aminés.

La mise au point d'un procédé fed-batch plus efficace passe donc par

Videntification des facteurs limitant les cultures.

1.5.3 Culture en perfusion

Une culture en perfusion fonctionne comme un réacteur opérant en continu,

mais 4 la différence que les cellules sont maintenues dans le bioréacteur au
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moyen d’un dispositif particulier. Ce mode présente deux avantages:
I'alimentation en continu permet de résoudre les problémes de limitations
nutritionnelles et la dilution continuelle prévient également "accumulation de
produits toxiques. Pour la production d’anticorps, cela s’est traduit par une
augmentation de la productivité par un facteur de 10 (Bibila et Robinson 1995).
Cela s’explique par le fait qu'en atteignant des densités cellulaires beaucoup
plus élevées, la production volumétrique s‘en trouve, elle aussi, accrue.
Différents dispositifs existent pour retenir les cellules dans le réacteur. Parmi les
principaux employés couramment, on peut citer les filtres rotatifs, les
membranes d’ultrafiltration ainsi que les chambres de sédimentation. La
rétention des cellules peut également s'effectuer par l'emploi dun filtre
acoustique, ce qui permet de minimiser le stress imposé aux cellules. Dans un
contexte de production de vecteur viraux, cela constitue un avantage indéniable
en raison de la fragilité accrue des cellules durant la période d’infection (Cote et
al. 1998). Des études récentes démontrent en outre que la mise & I'échelle de la
filtration acoustique est possible (Gorenflo et al. 2002), contrairement a certaines

autres méthodes citées plus haut.

Les avantages du mode perfusion pour une culture infectée ont été démontrés

pour la production de baculovirus avec des cellules d'insecte. 5i ce systeme est
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différent de l'adénovirus, l'effet de densité cellulaire est également observé pour
ce genre de culture. Ainsi, alors que le mode batch permettait des infections 2
des concentrations de l'ordre de 0.5 & 1x106 cellules/mL, en mode perfusion on

a pu accroitre cet intervalle de 2 a 3x10° cellules/mL (Chico et Jager 2000).

Toutefois, il est important de souligner que cela se fait au prix d'une
consommation accrue en milieu de culture et d'un gain en complexité au niveau
de 'opération du bioréacteur. Entre autres, les défis résident dans le choix et le
bon fonctionnement du systéme de rétention, ainsi que dans la sélection du

profil alimentation.

1.6 Suivi des cultures de cellules animales

Quelquesoit le mode de culture, il est primordial de pouvoir maintenir les
conditions opératoires assurant une bonne croissance et une productivité

maximale.

L’application des techniques classiques de contrdle est relativement limitée dans

les bioprocédés de part leur nature complexe et 'absence de modele a la fois
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complet et fiable (Tziampazis et Sambanis 1994). Ceci est en grande partie dii au
fait que les réponses d'un systeme biologique a des conditions changeantes ne
sont pas aussi reproductibles que les réponses observées dans les procédés
chimiques ftraditionnels. En outre, les senseurs pour mesurer en ligne les
variables d’'intérét ne sont pas souvent disponibles. De plus, les mesures hors-
ligne sont généralement peu fréquentes (surtout en raison des risques de
contamination au moment de I'échantillonnage) et les résultats, souvent obtenus
aprés un certain délai. Principalement pour ces raisons, l'utilisation des modéles
en bioprocédés se limite trés souvent a un rdle de supervision plutdt que de

contrdle.

Le suivi est essentiel pour opérer efficacement un bioprocédé. Il peut également
en accélérer le développement et l'optimisation en indiquant rapidement
Uinfluence de certaines variables et en guidant le choix des conditions

opératoires appropriées, par exemple le débit d’alimentation.

Pour la culture de cellules animales, les parametres de base qui font
typiquement l'objet d'un suivi et pouvant étre percus comme un pré-requis
minimun sont: la température, le pH, la vitesse d’agitation, la concentration

d’oxygéne dissous et les débits d’alimentation en gaz. Ces mesures permettent
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de contrdler Venvironnement mais sont toutefois largement insuffisantes pour

donner une indication de l'état d’une culture.

Traditionnellement, la supervision des cultures se fait en suivant I'évolution
d’au moins un parametre sensé refléter I'activité métabolique des cellules. Cela
peut étre par exemple la concentration d'un substrat ou celle d'un métabolite
permettant d’évaluer un taux de consommation ou de production. Les mesures
sont généralement effectuées hors-ligne (Fike et al. 1993; Ljunggren et
Haggstrom 1994; Omasa et al. 1992; Pelletier et al. 1994), mais des techniques
d’analyse par injection directe (ou FIA, Flow Injection Analysis) permettent le
prélévement et 'analyse automatiques des échantillons d"un bioréacteur. Elles
ont été appliquées avec succés pour le suivi de la concentration de divers
nutriments et métabolites comme le glucose (Blankenstein et al. 1994;
Konstantinov et al. 1996; Male et al. 1997; Siegwart et al. 1999; van der Pol et al.
1994), le lactate (Blankenstein et al. 1994; van der Pol et al. 1994}, la glutamine
(Blankenstein et al. 1994; van der Pol et al. 1994) et 'ammoniac (Blankenstein et
al. 1994). Le suivi en ligne de la concentration cellulaire est également possible
avec les récents développements de plusieurs sondes et de méthodes

(Ducommun et al. 2001; Konstantinov et al. 1994).
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Cependant, la consommation d’oxygeéne (OUR) demeure ['une des variables les
plus utilisées pour le contrble des cultures de cellules animales et comme
indicateur de V'activité métabolique des cellules (Eyer ef al. 1995; Kyung et al.
1994; Lovrecz et Gray 1994; Singh 1996; Yoon et Konstantinov 1994). La
production de CO; a également été suivie (de Tremblay et al. 1993), mais la
présence de tampon bicarbonate dans le milieu de culture complique

considérablement la mesure (Bonarius et al. 1995; Neeleman et al. 2000).

Une caractérisation en ligne plus poussée a été rapportée dans une étude (Zhou
et Hu 1994). A partir de mesures en ligne de la densité optique et de la
consommation d’oxygeéne, ils étaient en mesure d’estimer la concentration
cellulaire, le taux de croissance, le taux spécifique de consommation de
I'oxygene ainsi que les taux de consommation de glucose et de production de

lactate.

1.6.1 Suivi des cultures infectées

Plusieurs approches ont été proposées pour effectuer le suivi d'une infection

dans un bioréacteur. Dans le cas des cultures de cellules d’insecte infectées avec
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un baculovirus, on a noté un lien intime entre le taux de consommation
d’oxygeéne et la production de virus (Kamen et al. 1996). Kussow ef al. (1995) ont
démontré une corrélation similaire pour la production de virus porcin en
utilisant des cellules épithéliales dans un réacteur en continu. Dans leur étude,
le maximum de concentration de virus survient 10 heures aprés le maximum de
consommation d’oxygeéne, ce qui les a conduits a suggérer l'utilisation de ce
signal pour déterminer le moment de récolte. Le suivi du biovolume d'une
culture (lié au diameétre moyen des cellules) s’avere un autre indicateur efficace
du processus d’infection pour le systéeme baculovirus (Monica et al. 2000;
Zeiser et al. 1999). En se basant sur les niveaux de production de lactate
différents pré et post-infection, Singhvi et al. (1996) ont quant a eux pu établir un
critere qui permet d’estimer le pic de concentration de virus. En utilisant un
adénovirus contenant le géne de la GFP (green fluorescent protein), la cinétique
d’infection a pu étre suivie par le biais d'une sonde a fluorescence (Gilbert et al.
2000). Le signal de fluorescence permet alors de prédire lui aussi le maximum
de concentration de virus. Cela devient une considération importante pour
choisir le meilleur moment pour récolter surtout lorsque le virus produit n'est

pas stable dans le temps.



Si le suivi des différentes variables évoquées précédemment permet d’effectuer
la supervision des phases critiques du procédé, aucune de ces méthodes ne
donne la possibilité de prédire la qualité de la production, c’est a dire si le
rendement en virus sera élevé. Pour obtenir une infection optimale, le
métabolisme des cellules au moment de l'infection semble le facteur clef a
controler (Kussow et al. 1995; Nadeau et al. 2000a). Cependant, la plupart des
variables qui font l'objet d'un suivi, comme la respiration cellulaire, la
croissance cellulaire, la consommation d’un nutriment ou la production d'un
métabolite, ne représentent individuellement qu’un aspect du métabolisme
global des cellules. Pour étre véritablement efficace, une technique de suivi doit
pouvoir détecter la réponse physiologique des cellules a des changements de

conditions opératoires ou environnementales.
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1.6.2 Etat physiologique des cultures

Le concept d’ « état physiologique » d'une culture est employé pour regrouper
et décrire toutes les cinétiques de croissance, de consommation et de production
des cellules. L'état physiologique peut se définir comme étant 'ensemble des
caractéristiques (sur le plan métabolique) propres a des cellules qui conduisent a

des profils bien distincts de consommation, de croissance et de production.

En identifiant un état physiologique désirable pour une culture (par exemple,
celui pour lequel la production est maximale), on peut alors fixer I'objectif des
stratégies d’optimisation et de contrble comme étant de conduire une culture
vers cet état et de 1’y maintenir. En pratique, la difficulté réside dans la fagon de
définir adéquatement cet état physiologique, par le biais de mesures

pertinentes.

Une approche proposée dans la littérature (Konstantinov 1996) suggeére de
quantifier 1'état physiologique des cellules par une série de mesures jugées
particulierement significatives sur le plan métabolique. En considérant les

données d’une culture en perfusion de cellules CHO produisant des anticorps,
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les auteurs de cette étude dressent une liste de ces parametres qui sont
essentiellement des taux de consommation (oxygene, glucose), des taux de
production  (COs, lactate, anticorps) et des rapports de différents taux

(oxygene/glucose, lactate/glucose, etc).

Au méme titre que les techniques classiques évoquées précédemment, cette
approche ne fait intervenir que des mesures effectuées dans 1'environnement
extracellulaire. Une connaissance plus approfondie nécessite que l'information
au niveau intracellulaire soit également prise en compte dans la démarche. Pour
cette raison, mais aussi grace au développement de méthodes analytiques
touyjours plus fines, les travaux actuels tendent plutét a caractériser le
métabolisme cellulaire en regardant ce qui se passe a lintérieur méme de la

cellule, et c’est ce qui fait 'objet de la prochaine section.

1.7 Analyse des Flux métaboliques

L’analyse des flux métaboliques est une approche qui permet de caractériser
'état physiologique des cellules en calculant les flux intracellulaires. Ces flux

intracellulaires constituent le reflet des taux de réactions biochimiques a
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Vintérieur de la cellule. Pour estimer ces flux, la méthode se fonde
essentiellement sur un modeéle stoechiométrique pour les principales réactions
intracellulaires et sur des bilans de masse utilisant des mesures effectuées au
niveau extracellulaire. Normalement, 'analyse des flux métaboliques doit se
faire dans des conditions de régime permanent (Bonarius et al. 1996; Zupke et
al. 1995), mais il a été démontré qu'il est possible d’effectuer ce genre de calcul
ent cuvée (ou en cuvée alimentée) en assumant un régime pseudo-stationnaire

(Stephanopoulos et al. 1998).

L’analyse des flux métaboliques permet de cerner les principales voies
métaboliques que la cellule emploie et de déduire les meilleures stratégies
d’alimentation afin de maximiser la croissance d'une part, et la production
d’autre part. La technique a surtout été utilisée pour les systémes microbiens et
relativement peu a été fait du c6té des cellules animales. Cela s’explique surtout
par la complexité accrue de ces systémes. Néanmoins, un certain nombre de
travaux ont démontré l'utilité de l'approche pour mieux caractériser et
comprendre le métabolisme cellulaire en réponse a différents facteurs (ex:
milieu de culture) ou dans différentes conditions opératoires (ex: stratégie

d’alimentation).
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L’application de techniques comme la résonance magnétique nucléaire (RMN)

(Mancuso et al. 1994; Martinelle et al. 1998; Sharfstein et al. 1994; Zupke et
Stephanopoulos 1994b), la spectrométrie de masse (Bonarius et al. 2001) et
Vemploi de traceurs isotopiques (Fitzpatrick et al. 1993; Nadeau et al. 2002) a

permis le développement de modeles métaboliques de plus en plus complets.

Par 'estimation des flux intracellulaires, Zupke ef al. (1995) ont étudié 'effet de
'oxygene dissous sur la croissance d’hybridomes et ont pu mettre en évidence
les changements qui surviennent dans le métabolisme cellulaire a des faibles
concentrations d’oxygéne dissous dans le milieu. En situation de limitation
d’oxygene, il a été observé que le flux de pyruvate dans le cycle de Krebs
devient négligeable et cela se traduit par une baisse marquée du taux de
production d’ATP. Fait a noter, la baisse de ces flux était corrélée avec une

réduction significative de la respiration et de la consommation de glucose.

De facon analogue, Bonarius ef al. (2000) ont étudié 'impact de stress oxydatif
ou réducteur sur le métabolisme des cellules. Ils ont également noté une
diminution au niveau des taux de dégradation de plusieurs acides aminés en

situation de limitation d’oxygéne.
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L’analyse des flux métaboliques a également été utilisée pour expliquer les
différences observées au niveau de la croissance et de la production lorsque des
cellules sont cultivées dans des milieux de culture différents. On a ainsi pu
quantitifer les effets de l'ajout de peptides dans le milieu (Bonarius et al. 1996;
Nyberg et al. 1999). Cela a permis de mettre en évidence que la présence de
peptides accroit l'activité oxydative des cellules et conduit a des densités

cellulaires plus élevées.

D’autres études ont caractérisé le métabolisme des cellules en réponse a l'ajout
d’ammoniac (Bonarius et al. 1998), a l'addition d'un agent anti-apoptotique
(Balcarcel et Clark 2003), en présence de faibles concentrations d’insuline (Chan
et al. 2003), dans des conditions d’osmolarités élevées (Lin et al. 1999) et pour un

milieu pauvre en glucose (Martinelle et al. 1998).

Exposées a de faibles concentrations de glucose, les cellules utilisent davantage
la glutamine et cela conduit & une production plus élevée d’ammoniac
(Martinelle et al. 1998). L’analyse des flux a permis de révéler que ces
changements sont attribuables & une activité accrue des voies de glutaminase et
de glutamate dehydrogénase, alors que ces voies sont régulées négativement

lorsque le glucose est en exces.
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En ajoutant de Vammoniac pour en mesurer l'impact sur le métabolisme
cellulaire, il a été constaté que la voie du glutamate dehydrogénase s’en trouve
alors renversée (Bonarius et al. 1998). Ceci démontre que les cellules peuvent
contrer 'accumulation de ce métabolite en le convertissant en glutamate.
L’ammoniac étant souvent problématique dans les cultures a haute densité
cellulaire, un tel résultat suggére que cet enzyme (glutamate dehydrogenase)

pourrait constituer une cible de choix pour le génie métabolique.

L’analyse des taux intracellulaires de cellules cultivées sous différentes
concentrations de rapamycin, un agent anti-apoptotique, a permis d’en établir
les effets sur le métabolisme cellullaire. La concentration optimale (a I'égard de
la viabilité cellulaire et de la productivité spécifique en anticorps) correspond a
la situation ol le flux de pyruvate vers le cycle de Krebs est le plus élevé et
conduit 2 la formation maximale d’ATP (Balcarcel et Clark 2003). Une
corrélation similaire entre 'ATP et la production d’anticorps a été proposée
pour expliquer la productivité accrue de cellules hybridomes soumises a une

pression osmotique €élevée (Lin et al. 1999).
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Ces travaux monitrent gu'en analysant la distribution des flux, on est alors a
méme de concevoir des milieux de culture plus performants. La démarche peut
également servir a concevoir de facon rationnelle des stratégies d’alimentation

plus efficaces (Xie et Wang 1994a).

L’analyse des flux métaboliques a également été appliquée dans le cas
spécifique des cellules HEK-293 (Nadeau et al. 2000b) pour caractériser leur
métabolisme dans un milieu a faible teneur en glutamine. L’approche a conduit
& suggérer une alimentation pulsée en acides aminés, ce qui a permis de réduire
la quantité d’ammoniac produit et eu pour effet d’améliorer la croissance

cellulaire.

Follstad et al. (1999) ainsi que Europa et al. (2000) ont eu recours & une analyse
des flux métaboliques pour mettre en évidence l'existence de métabolismes
cellulaires distincts chez des cellules hybridomes pour des taux de dilution
identiques (« multiplicité des régimes permanents »). Ces études ont permis de
démontrer qu’en réduisant la concentration de glucose et de glutamine dans le
milieu, il est possible d’altérer le métabolisme cellulaire de sorte que ce dernier
soit plus efficace (par exemple, moins de lactate produit pour une méme

quantité de glucose consommée). Ce type de conclusions a des répercussions



évidentes sur la conception de systémes de culture et peut aider a définir les

conditions opératoires permettant d’optimiser la production.

Bien que la littérature concernant l'analyse des flux appliquée aux cellules
animales soit en croissance, ce domaine n’a pas encore atteint sa pleine maturité.
En effet, certaines questions fondamentales n’ont pas été entierement élucidées
si I'on en juge par les différences notoires et les apparentes contradictions qu’on

peut recenser dans les travaux publiés.

Par exemple, plusieurs études ne s’accordent pas sur l'importance relative de la
voie du pentose-phospate dans le métabolisme du glucose. Alors que certains
travaux font état d’une activité négligeable de cette voie, d’autres rapportent
des flux beaucoup plus significatifs. Moins de 4 % du glucose consommée
emprunterait cette voie selon Mancuso et al. (1994), 3 % selon Nadeau et al.
(2002) et Fitzpatrick et al. (1993), 7 % selon Paredes et al. (1998), 8 % selon
Sharfstein et al. (1994), 20 % selon Bonarius et al. (2001) et jusqu’a 95 % selon

Bonarius et al. {1996).

1l est possible que de telles différences soient inhérentes aux différentes lignées

cellulaires utilisées. Cela peut également éire attribuable au fait que les
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conditions de cultures ne soient pas les mémes. Ainsi, dans un réacteur continu
(Bonarius et al. 1996), les cellules présentent des taux biosynthétiques plus
élevés que des cellules adhérentes cultivées dans un réacteur a fibres creuses
(Mancuso et al. 1994). Elles requierent donc plus de NADPH, ce qui expliquerait

'activité accrue de la voie du pentose-phosphate.

Les méthodes expérimentales utilisées pour la détermination de cette voie étant
variées (traceurs radioactifs, spectroscopie de masse et résonance magnétique),
il est également possible que ce soit ces-dernieres et leurs hypotheses sous-
jacentes qui expliquent la diversité des résultats. Ceci demande a étre

approfondi afin d’augmenter I'exactitude des modeles métaboliques.

1.7.1 Analyse des flux intracellulaires pour des cultures infectées

La technique d’analyse des flux a pu étre étendue aux cas particuliers des
cultures infectées (Nadeau et al. 2000a). Ces travaux ont permis d’établir un
certain nombre de résultats propres a la phase d’infection. Par rapport 2 la
période de croissance, une augmentation substantielle des principaux flux a été

observée 10 heures post-infection, temps correspondant au début de la
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production de protéines virales, qui culmine entre 20 et 30 heures post-infection.
L’approche a également permis de comparer différents milieux de croissance et
de révéler une utilisation plus efficace du glucose dans un milieu a faible teneur
en protéines. Divers modes d’opération batch et fed-batch ont également été
testés (Nadeau et al. 2000a) pour en mesurer les effets sur la production de
vecteurs viraux. De ces études, les auteurs ont conclu que la productivité serait
favorisée par une alimentation visant a maintenir des concentrations élevées de

nutriments, assurant en retour un métabolisme élevé.

1.7.2 Analyse des flux métaboliques comme outil d’optimisation

L’analyse des flux métaboliques est utile par la richesse des données générées,
mais l'information sur le métabolisme cellulaire est seulement connue a
posteriori. Pour que l'approche puisse servir & I"optimisation et au suivi, il faut

V’étendre de facon a la rendre applicable en temps réel.

Une telle méthode a été appliquée avec succés pour une culture microbienne.
Takiguchi et al. (1997) ont utilisé un réseau métabolique trées simplifié (11

réactions biochimiques) pour lequel toutes les mesures requises pour le calcul
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des flux étaient disponibles en-ligne. L’estimation ainsi obtenue leur a permis
d’ajuster de fagon continue l'alimentation en fonction de I'état métabolique de la

culture. Cela s’est traduit par un gain trés net au niveau de la productivité.

Dans le cas des cellules animales qui sont des systémes intrinsequement plus
complexes, le défi réside dans le fait que la démarche requiert généralement
plusieurs mesures et que seulement une fraction d’entre elles sont disponibles
en temps réel. De plus, les données disponibles en ligne et hors ligne étant pour
la plupart peu fréquentes et entidchées de bruit, un autre défi rencontré est
'estimation adéquate des taux de consommation et de production nécessaires

au calcul des flux intracellulaires.

1.8 Estimation des taux cinétiques

1 arrive fréquemment que des variables d’intérét ne soient pas mesurables
directement du fait de l'absence de capteur en ligne, ou bien gqu'elles soient
mesurées peu fréquemment et avec un certain délai. Dans des cas comme ceux-
ci, il est parfois possible d’obtenir un estimé de ces variables a partir d’autres

mesures disponibles, par l'utilisation d’algorithmes d’estimation couplés a des



équations théoriques. Dans le cas des bioprocédés, cette tache est toutefois
compliquée car les parameéires sont souvent variables dans le temps et en raison
de la présence inhérente de non-linéarités parfois tres prononcées Neéanmoins,
de nombreuses études rapportent V'utilisation de telles techniques appliquées a
des systémes biologiques pour I'estimation de concentrations (Gudi et al. 1994
Hitzmann et al. 2000; Neeleman et al. 2000; van der Heijden et al. 1989) ou
I’estimation de taux cinétiques (Bastin et Dochain 1990; Claes et Van Impe 1999;
Estler 1995; Gee et Ramirez 1996; Pelletier et al. 1994; Siegwart et al. 1999;

Stephanopoulos et San 1984a; Stephanopoulos et San 1984b).

Il existe plusieurs techniques permettant d'estimer des parametres. Une
méthode de moindres carrés récursifs avec facteur d’oubli (Hsia 1977) a été
appliquée avec succés dans plusieurs études (Bastin et Dochain 1990; de
Tremblay et al. 1993; Williams et al. 1986), notamment pour I'estimation de taux
de consommation 3 partir d'une mesure en ligne de la concentration de glucose
(Siegwart et al. 1999) ou l'estimation d'un taux de croissance a partir de la

mesure des gaz de sortie (Estler 1995).

Une autre alternative est 'utilisation d'un observateur asymptotique (Bastin et

Dochain 1990), méthode appliquée entre autre pour lestimation du taux de
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croissance a partir d'une mesure en ligne de la biomasse (Claes et Van Impe

1999).

Cependant, la technique la plus fréquemment rapportée est le filtre de Kalman
étendu (Stephanopoulos et San 1984a; Stephanopoulos et San 1984b). Le filtre de
Kalman est utilisé pour obtenir un estimé « optimal » de V'état d'un procédé.
L’état peut étre une variable de procédé (par exemple une concentration) ou une
fonction reliant les variables 2 un tout autre parametre (par exemple un taux de
production volumétrique). Dans cette approche, une mesure et le modeéle du
procédé donnent chacun un estimé de V'état et le filtre en combinant ces deux
estimés procure un estimé «optimal » ayant une variance plus faible. La
méthode permet donc de réduire le bruit contenu dans les données. Son autre
principal atout est d'étre applicable dans les cas ou la fréquence
d’échantillonnage est variable. Toutefois, la méthode repose sur une
approximation linéaire et peut donc s’avérer inadéquate en présence de non-
linéarités séveéres (Gudi et al. 1994). Dans de tels cas, il faut se tourner vers la
conception d’observateurs non-linéaires multi-taux (Tatiraju et al. 1999) . Cette
technique requiert également que le filtre soit adéquatement réglé afin de

donner une bonne estimation. Le parameétre de réglage important est le ratio
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des matrices de covariance des mesures et du modéle {Stephanopoulos et San

1984a).

Pelletier et al. (1994) ont utilisé un tel filtre couplé a un modele non-structuré
pour estimer les concentrations de cellules viables et mortes, les concentrations
de lactate, glutamine, d’ammoniac et d’anticorps & partir d'une mesure unique,
soit la concentration de glucose. Par des approches similaires, Gee et Ramirez
(1996) ainsi que Hitzmann et al. (2000) ont, pour leur part, estimé la
concentration cellulaire et le taux de croissance a partir de mesures de

concentration de substrats.

Les divers algorithmes d’estimation doivent étre couplés a un modele du taux
spécifique a estimer. La prochaine section passe en revue les différents modeles
rapportés pour décrire les taux de consommation et de production des

principaux nutriments et métabolites.
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élisation des taux spécifiques de consommation et de

production

Plusieurs approches ont été utilisées pour modéliser la consommation de
nutriments, selon le type d’organisme et de bioréacteur. En général, les
équations pour les taux de consommation expriment les cinétiques comme étant
une fonction de parameétres intracellulaires et du milieu extracellulaire. Ces
équations sont souvent de nature empirique (Andrews 1993; Tziampazis et

Sambanis 1994).

Des cinétiques de saturation (de type Monod) ont parfois été employées
{(Gaertner et Dhurjati 1993; Kurokawa et al. 1993) pour décrire la dépendance
des taux de consommation & V'égard des concentrations. A partir de résultats
obtenus en chemostat (Frame et Hu 1991; Hiller et al. 1991), les taux de
consommation ou de production (q) sont fréquemment exprimés comme étant
fonction du taux de croissance (u), d'un coefficient de rendement (Y) et d'un
terme de «maintenance » (m). Le métabolisme de maintenance inclut toute
consommation de substrat pour des dépenses cellulaires énergétiques qui ne

sont pas liées a la croissance.
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A partir de ces considérations, Zeng and Deckwer (1995) ont proposé un modele
non structuré dans lequel, en présence d'un excés de subsirat, le taux de
consommation peut s’exprimer comme la somme du taux sous des conditions
limitantes plus un terme de consommation additionnel due a I'excédent. Le
modele a permis de décrire correctement un large éventail de conditions.
Toﬁtefois, le modele contient un grand nombre de parameétres a ajuster ce qui
peut d’ailleurs expliquer la bonne description des données. Plut6t que de relier
le taux de consommation a la concentration résiduelle de substrat, Poriner et al.
(1994) ont quant a eux établi une relation avec la concentration cellulaire ce qui
permet également de décrire la réduction des taux observée durant les cultures
en batch.

A la lumiere de tous ces résultats, on constate la grande diversité dans la
littérature au niveau des données et de leur interprétation. Souvent, ces
différences sont attribuables a des conditions opératoires différentes ou a
'utilisation de lignées cellulaires différentes, présentant des métabolismes

distincts.



- Cette section décrit I'organisation générale des principales étapes du travail qui
ont fait 'objet de trois articles. En premier lieu, le chapitre 3 présente les
différentes méthodes expérimentales et analytiques employées tout au long de
ce travail. Le chapitre 4 est quant a lui constitué d’un premier article intitulé :
Insights into adenoviral vector production kinetics in acoustic filter-based perfusion
cultures accepté pour publication dans la revue Biotechnology and Bioengineering.
Cet article porte principalement sur l'étude de linfluence du taux
d’alimentation et de la concentration cellulaire sur la croissance et la
productivité des cultures en perfusion. Des outils de suivi en ligne du processus
d’infection y sont également discutés. En fin de chapitre, une section
additionnelle présente des résultats complémentaires obtenus postérieurement
par de nouvelles expériences et qui confirment les tendances rapportées dans ce

premier article.
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Les résultats démontrant l'existence d'un lien étroit entre la physiologie
cellulaire et la productivité des cultures, la seconde phase du fravail porte sur la
caractérisation de l'état physiologique des cellules par la technique d’analyse
des flux métaboliques. Le chapitre 5 présente le modele métabolique employé
dans le cadre de cette étude, de méme que les outils analytiques utilisés pour le
calcul des flux, de I'erreur qui s’y rattache, ainsi que pour la détection d’erreurs
de mesure. Ces outils ont permis I'étude du métabolisme cellulaire sous
différentes conditions opératoires, afin d’identifier les variables clefs qui sont
corrélées avec la productivité des cultures et qui pourraient servir au suivi du
procédé. Ces travaux font 'objet du chapitre 6 qui est constitué d’un second
manuscrit : HEK-293 cells physiological state as a determinant of adenoviral vector
productivity in perfusion cultures, soumis pour publication a la revue Biotechnology

Progress.

La derniére partie de la these porte sur le développement et I'application dune
approche permettant l'estimation en temps réel des flux métaboliques. Le
chapitre 7 présente tout d’abord les algorithmes d’estimation ainsi que des
résultats préliminaires qui ont permis de valider la démarche dans un premier
temps sur des données simulées, puis sur des données réelles de culture. Les

résultats principaux sont quant & eux présentés dans le chapitre 8 qui est
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constitué du troisiéme article intitulé : Physiological state monitoring by real-time
estimation of metabolic flux in perfusion cultures. Cet article a été soumis pour

publication a la revue Biotechnology and bicengineering.
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Ce chapitre décrit les principales méthodes utilisées pour mener les expériences

et générer les données.

3.1 Matériel et méthodes

3.1.1 Cellules, milieu de culture et vecteur viral

Toutes les expériences ont été effectuées avec la lignée cellulaire HEK-293 SF
bien adaptée a la culture en suspension et sans sérum. Les cellules ont été

cultivées dans le milieu NSFM13 développé par Coté et al. (1998).

Les cellules étaient maintenues en flacons statiques et diluées 2 ou 3 fois par
semaine de facon a les garder en phase exponentielle de croissance. Apres
quatre mois de «maintenance», un nouvel aliquot était décongelé.
L’amplification était effectuée en flacons agités de 125 mL 4 2 L et les cultures

inoculées a une concentration de Vordre de 3x10° cellules/mL.
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Le vecteur utilisé pour toutes les infections a été un adénovirus de type 5
contenant le géne codant pour la GFP (Green Fluorescent Protein). Des aliquots

conservés a —80°C et a une concentration de 1.7x10%° IVP/mL ont été employés.

3.1.2 Bioréacteur

Les expériences ont été conduites dans un bioréacteur de 3.5 L muni de trois
chicanes de surface et de deux hélices marines. Le volume d’opération était
maintenu entre 2.6 et 3.2 L. Durant les cultures, la vitesse d’agitation était de
Vordre de 100 rpm. Le pH était quant a lui contr6lé a 7.2 par 'addition de base
(NaOH 1N) ou en contrélant la fraction de CO: dans les gaz d’alimentation.
L’utilisation de NaOH a été préférée a celle de NaHCOs pour faciliter le bilan
sur le CO». L'oxygene dissous était gardé constant a une valeur de 40 % de la
saturation pour 1.1 atm. L’aération était effectuée par la surface et contr6lée par
trois débitmetres (O, CO; et N2). Le débit gazeux total était fixé a 300 mL/min

et la pression dans le réacteur maintenue a 1.1 atm.

La rétention des cellules était effectuée par le biais d'un filtre acoustique

BIOSEP 10L. Les parameétres opératoires du filtre étaient les suivants : un temps



44

de fonctionnement de 90 secondes, un temps de pause de 9 secondes et une
puissance initiale de 3W. Cette puissance était ajustée en fonction de la

concentration de cellules jusqu’a un maximum de 6 W.

Trois pompes assuraient respectivement I’alimentation, la recirculation (via le
filtre acoustique) et la récolte. Le débit de recirculation était ajusté en fonction
de lefficacité de séparation, mais était généralement inférieur a trois fois le
débit d’alimentation afin de minimiser le nombre de passage des cellules dans la
téte de la pompe. Le débit d’alimentation était déterminé grace a une balance
mesurant le poids de la bouteille de milieu frais. Cette derniere était placée dans

un refrigérateur 24 ° C.

Outre les sondes de pH, d’oxygene dissous et de température, le bioréacteur
était muni de sondes a capacitance, a fluorescence, et & gaz carbonique dissous.
Un analyseur infrarouge était employé pour doser la concentration de CO» dans
les gaz de sortie. Des vannes permettaient la prise d’échantillons dans le

bioréacteur et dans le courant de récolie.
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3.1.3 Méthodes analytiques

Les mesures de glucose, de lactate et d’ammoniac étaient effectuées hors-ligne
au moyen d'un analyseur (Biolyzer). Les concenitrations cellulaires étaient
déterminées par des comptes au microscope au moyen d'un hémacytometre. La
viabilité était quant a elle évaluée aprés coloration des cellules avec de
I'érythrosine. La quantification des acides aminés dans le surnageant des
échantillons a été effectuée par HPLC en phase inverse par une technique

adaptée de la méthode ACCQ-Tag™ (Waters).

Les concentrations de particules virales totales étaient déterminées par HPLC
sur colonne échangeuse d’anions (UNO Q-1, 35 cm x 0.7 cm D.I). Cette
méthode permet la quantification a partir de lysats cellulaires non traités

(Klyushnichenko et al. 2000).

La conceniration de virus infectieux a été déterminée par le biais d'un essai de
transfert de génes: une plaque & 6-puits est inoculée a une concentration de
1x106 cellules/mL 2 partir d'une culture de cellules 293 S. Un volume fixe
provenant de l'échantillon a analyser est dilué 1:100 dans du milieu frais

(DMEM) puis ajouté en différentes quantités dans chacun des puits. Le facteur
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de dilution de l'échantillon est choisi de fagon a obfenir un ratio cellules
fluorescentes (GFP) sur cellules totales compris entre 0.1 et 0.7. Aprés une
incubation de 20 h, les cellules fluorescentes sont analysées au moyen d’'un

cytofluorometre (FCM, EPICS XL-MLC).

3.2 Calcul des taux spécifiques de consommation des nutriments

et de production des métabolites

Les taux cinétiques ont été déterminés 2 partir des mesures de concentration et
de parametres opératoires (volume et débits). Des bilans de mati¢re autour d’un

réacteur opérant en mode perfusion conduisent aux équations suivantes :

dx
X -DX
—=H "

das
— =g X+D{S_-§
di QS (\ in )

daP
=g, X +DP
i dr
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o1 X dénote la concentration de cellules viables, y est le taux de croissance (h?),
D est le taux de dilution (h1), Xu est la concentration cellulaire dans la récolte,
Sin la concentration dans lalimentation et g les taux spécifiques de

consommuation ou de production.

On peut donc obtenir les taux spécifiques de consommation (qs) et de

production (qgpr) par les approximations suivantes:

o [0 o2 [
x | dt X+ t—t

A noter que d’autres méthodes permettent une meilleure évaluation des taux

spécifiques. Ces méthodes font I'objet du chapitre 7 ot elles sont détaillées.
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3.3 Calcul des taux biosynthétiques

Une partie des nutriments consommés sert a la synthése des marcomolécules
qui constituent la biomasse. Les principaux constituants d'une cellule sont
"ARN, 1"ADN, les protéines, les lipides (principalement dans la membrane
cellulaire) et les carbohydrates. Pour les différents constituants de la biomasse,

on a le bilan suivant:

dea(:ro — 7}‘ o IUX
! macro
dt

ott Xmacro désigne la fraction massique d’un constituant sur une base séche. En
assumant que la composition des cellules ne varie pas (Bonarius et al. 1996; Xie
et Wang 1994b), les taux biosynthétiques s’obtiennent donc par des mesures sur

la composition macromoléculaire des cellules et & partir du taux de croissance:

rX = Ianoum



3.4 Calcul du taux de consommation d’oxygeéne

Dans un réacteur opéré en perfusion, plus le taux de perfusion est élevé, plus il
devient important de considérer la contribution des courants d’alimentation et
de récolte pour déterminer la respiration cellulaire. Un bilan massique sur

I'oxygéene dans la phase liguide conduit a 'équation suivante :

[ d CL.O2

dt )sz ~a'(C* _CL.02>+D'(C"7L02 _CL-m)_qOZX

o1 Cp est la concentration dans le liquide, C* est la concentration d’équilibre, Cin
la concentration dans l’alimentation et kia est le coefficient de transfert de

masse.

La concentration d’oxygéne dissous étant maintenue constante dans le

bioréacteur,ona:

1 . '
9o, :;{'[kL “a'(C —_CL,OZ}—}.D'({?ZN.OQ ~Cy oo }}
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L'oxygene gazeux alimenté au réacteur étant mesuré sous la forme d’'une
fraction molaire, il faut relier ces mesures aux concentrations dans le liquide par
laloi d'Henry :

C — Rm ) yG
H o,

La concentration d’oxygene dans I'alimentation est assumée comme étant égale
a la concentration de saturation a 20 °C, une hypothése validée par une mesure
hors-ligne effectués sur un analyseur de gaz du sang (Bioprofile). Les valeurs
utilisées pour la constante d'Henry sont de 757 atm.L/mol (20 °C) et 986

atm.L/mol (37 °C)
La vitesse d’agitation et la configuration du bioréacteur étant conservées les

mémes 2 chaque culture, la valeur du kia était uniquement ajustée en fonction

des fluctuations du volume d’opération selon une équation empirique.

3.5 Calcul du taux de production de CO:

La détermination du taux de production de COz est difficile pour les cultures de

cellules animales puisque les milieux de culture contiennent du bicarbonate



51

(NaHCO3). Lorsqu’on mesure le CO2 dans les gaz de sortie, il faut pouvoir
discriminer entre le CO» produit par la respiration cellulaire et le résultat de Ia
simple désorption du COz contenu dans le milieu. Pour ce faire, il faut tenir

compte des relations d’équilibre entre les différentes especes tel qu'illustré sur

la Figure 3.1.
CO,
I désorption
deor| [0 | FCOr oA Hr e TiCO |
Cellules [ 3

Figure 3.1 Bilan sur le COz au cours d’une culture de cellules animales

Un bilan sur le « carbonate total » (Car) conduit a I'équation suivante :

d€ ' ﬁ ot in
( asz”ﬁ”{ycaz ”ycbz>+@”<€ain_QQL}“QCOZX
dr L



, \ Heo: | THY]
Ca, =Croy+Creos = e (“— }iﬁﬂ | avec K, = [ PR
H.,, 10777 [Co,]

ng est le débit de gaz total alimenté au réacteur, y: sont les fractions molaires a

Ventrée et a la sortie et Cain est la concentration dans alimentation.

K4 est la constante apparente d’équilibre et son pKa = -log(Ka) vaut : 6.138

pour un fluide cérébrospinal 2 37 °Ceta pH 7.2.

Le taux de production de CO; est donc calculable en mesurant la composition
des gaz a l'entrée et a la sortie (& 'aide d'un débitmetre et d'un analyseur
infrarouge), la concentration de CO. dans le bioréacteur et dans la récolte
(sonde & CO; dissous) et la concentration de CO: dans le courant d’alimentation

(mesure hors-ligne dans le milieu frais).
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4.1 Présentation de l'article

Cette section reprend larticle intitulé Imsights into adenoviral vector
production kinetics in acoustic filter-based perfusion cultures. Cet article a été
soumis et accepté pour publication dans la revue Biotechnology and
Engineering. Afin de lever les limitations rencontrées en mode batch, des
cultures en mode perfusion ont été effectuées. Un filtre acoustique a été utilisé
afin de minimiser le stress imposé aux cellules pour les maintenir dans le
bioréacteur. Le but de ces travaux était d’étudier l'effet sur la productivité et le
métabolisme des cellules de deﬁx parametres opératoires importants lors d’une
culture en perfusion: la concentration cellulaire a l'infection et le taux de

perfusion.

Le phénomene de réduction de la productivité spécifique pour des densités
cellulaires plus élevées rapporté pour des cultures en batch a également été
observé dans les cultures en perfusion. Cependant, I'alimentation de nutriments

et le retrait de métabolites en continu a permis d’infecter 2 des concentrations
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cellulaires significativement plus élevées qu'en batch {de I'ordre de 2.4 a4 3x10°¢
cells/mL). Les concentrations maximales atteintes se chiffraient a 4.9x100
VP/mL ce qui constitue une augmentation de la productivité volumétrique par

un facteur 5.

En outre, les résultats démontrent qu'en augmentant le taux de perfusion
jusqu’a 2 volumes/j, on améliore généralement la productivité. Toutefois, le
recours 3 un taux de perfusion plus élevé ne s’est pas traduit par une
amélioration. Ceci est probablement imputable au fait qu’a des débits plus
élevés, il est difficile de maintenir une bonne rétention cellulaire sans que cela

ne soit au détriment du stress imposé aux cellules.

Ces études avaient également pour but d’évaluer la valeur des différentes
variables mesurées en ligne comme outils pour effectuer le suivi durant la phase
d’infection. Des résultats, il ressort qu’'une infection réussie se traduit par une
augmentation de la respiration et du volume cellulaire. Le suivi de la
consommation d’oxygene et de la capacitance (une quantité reliée au volume
cellulaire} sont donc des indicateurs fiables et simples du processus d’infection.
En outre, la mesure en ligne de la concentration de GFP par le biais d"une sonde

a fluorescence permet de suivre les cinétiques de production et d'estimer le
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temps optimal pour procéder a la récolte, cest a dire quand la concentration

virale atteint son maximum dans le bioréacteur.

4.2 Insights into adenoviral vector production kinetics in acoustic

filter-based perfusion cultures

Olivier Henry!2, Edwige Dormond'?, Michel Perrier?, Amine Kamen!

nstitut de Recherche en Biotechnologie, CNRC, 6100 avenue Royalmount,
Montréal, Québec H4P 2R2, Canada; Telephone: 514-496-2264; Fax: 514-496-
6785; e-mail: amine kamen@nrc.ca

%Fcole Polytechnique de Montréal, Campus de 1'Université de Montréal,

Montréal, Québec, Canada.

Correspondence to: Amine Kamen

4.2.1 Abstract

One of the major limitations in the production of adenoviral vectors is the
reduction in cell specific productivity observed for increasing cell density at
infection in batch cultures. This observation strongly suggests some nutrient
depletion and/or metabolite inhibition in the media. These limitations have

been partially overcome through other feeding strategies, such as fed-batch and
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sequential batch operations. To improve these results, we evaluated perfusion
as a strategy to increase the volumetric productivity of HEK-293 cell cultures,
by allowing productive infection at higher cell densities. An acoustic cell
separator was employed in consideration of the increased shear sensitivity of
the cells during the infection phase. The effects of perfusion rate and cell density
at infection on the production of a recombinant adenovirus expressing the GFP
were investigated. The perfusion mode allowed successful infection at cell
densities in the range of 2.4 to to 3x10¢ cells/mL, while maintaining a similar
cell specific productivity (17 900£2400 VP/cell) to that of a batch infected at a
low cell density (5x105 cells/mL). The highest virus concentrations (4.1+0.6x10*
VP/mL) were attained for a feed rate of 2 vol/day and constituted a five-fold
increase compared to a batch with medium replacement. Rapid assessment of
the infection status was achieved through the use of online monitoring of
respiration, fluorescence and biovolume. Analysis of the kinetics of nutrient
consumption and metabolite production revealed that a reduction in specific

productivity is correlated with a reduced metabolic activity.

keywords: adenovirus production; perfusion culture; acoustic separator; HEK-

293 cells; on-line monitoring; respiration; biovolume; fluorescence detection;



4.2.2 Introduction

In recent years, recombinant adenovirus vectors have increasingly been used as
gene delivery vehicles in strategies for human gene therapy. To meet the
growing requirements of preclinical and clinical testing, large amounts of viral
material need to be generated through the design of efficient and scalable
processes. However, the development of high-yield production methods has
been largely hampered by the reduced cell specific productivity observed at
high infection cell densities. This “cell density effect” (Nadeau et Kamen 2003)
is believed to be caused by factors such as nutrient limitation or the presence of
metabolic wastes. Different feeding strategies have been explored to improve
volumetric productivities by eliminating at least in part the cell density effect.
Particular care must be exercised when comparing the values reported in the
literature because they strongly depend on the type of viral construct, the

transgene expressed and the quantitation assays used.

A common approach to increase the productivity consists in doing a total
medium replacement at the time of infection. This mode of operation has been
frequently reported in the literature for viral vector production (Frazzati-

Gallina et al. 2001; Iyer et al. 1999; Merten et al. 1999). Using this media
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exchange strategy for the infection of 293 cells with an adenovirus, Garnier et al.
(1994) were able to increase the density of infection from 0.5x10° to 1x10°
cells/mL, while preserving similar productivities. However, media replacement
prior to infection was of limited value, because infection at cell densities higher
than 1x106 cells/mL resulted in substantially less protein. It was shown for
HEK-293 cells that a second medium replenishment 24 hours after infection
permitted infection at 2x106 cells/mL (Garnier et al. 1994). It is likely that
further gain in productivity would require even more frequent complete media
exchange. Although relatively easy to perform at small scale, the practical
applicability of this mode of production at large scale raises some concerns
related to the shear stress imposed on the cells during the centrifugation step
required to re-suspend the cells in fresh medium. Significant increases in
operating costs and contamination risks are among other major disadvantages

associated with the sequential batch mode.

To circumvent the need of media replacement, various fed-batch approaches
have also been investigated. The control of glucose and glutamine at low levels
allowed to increase the density of infection and have led to higher virus titers
(Wong et al. 1999). However, a reduction in specific production was noted,

hypothesised to result from a decrease in infection efficiency due to cell
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aggregate formation. Similar results were obtained by Nadeau et al. (1996)
using glucose addition to supplement a culture infected at 3x10° cells/mL. This
feeding regime led to a reduction of lactate accumulation and osmolarity, but

the specific production was significantly reduced.

Another study reported that a glutamine controlled fed-batch infected at 3x10°
cells/mL led to a 10-fold improvement in virus titer compared to a batch
infected at 1.5 x106 cells/mL (Lee et al. 2003). However, caution must be used
when comparing the two experiments in terms of specific productivity, because
the batch culture may have been under strong limitations due to the high cell
concentration at infection. In cultures of HEK-293 cells infected at 2x10°
cells/mL, the addition of glucose, glutamine and amino acids could not
maintain the specific productivity of cultures infected at a lower cell density
(1x106 cells/mL) (Nadeau et al. 2002) . Although more flexible and easy to
implement than sequential-batch, the efficiency of fed-batch processes primarily
relies on the identification of the factors limiting the culture. To date, the
strategies employed have had limited success because these factors have not
been completely elucidated for infected cultures, which greatly limits the

applicability of fed-batch operation.
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Perfusion processes offer the advantages of allowing to reach high cell densities
and avoid nutrient limitations through continuous feed of fresh media and
dilution and removal of by-product inhibitors. For the production of secreted
recombinant proteins, perfusion processes have led to increased productivities
(Banik et Heath 1995; Bibila et Robinson 1995). But more importantly, perfusion
process have gained broader acceptance by regulatory agencies and are
becoming a more common processing formats in industry for recombinant
protein production (Chu et Robinson 2001; Voisard et al. 2003). The perfusion
mode has been used previously in the context of viral vector production, but
has relied mainly on membrane-based cell retention devices. (Kallel et al. 2002;

Perrin et al. 1995).

As an alternative to membraned-based perfusion systems, the acoustic
separator provides efficient separation (Gorenflo et al. 2002; Trampler et al.
1994) combined with reduced stress on the cells (Merten 2000). Since infected
cells are more fragile, the latter is particularly desirable if the perfusion is to be
maintained throughout the infection phase. Zhang et al. (1998) have
investigated the infection of insect cells taken from a high density culture using
an acoustic filter. Their results showed that the ultrasonic filter does not affect

the cells ability to support virus production.



In the present work, our main objective was to demonstrate that perfusion
cultures using an ultrasonic separator could overcome the limitations
encountered in batch and fed-batch operations and improve the volumetric
productivity of HEK-293 cells infected with an adenoviral vector expressing
GFP. More complex in nature, perfusion processes have several parameters
needed to be fine-tuned for adequate operation. In this study, the influence of
perfusion rate and cell density at infection on cell growth and virus production
was investigated. Another goal was to demonstrate the usefulness and
limitations of online measurements such as respiration, fluorescence and
biovolume to assess the status of the infection. Finally, in an effort to identify
the key factors that can help to infer the yield of a production, the kinetics of
nutrient consumption and metabolite production were analysed to better

characterise the metabolism of the cells during growth and infection.
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4.2.3 Material and Methods

Cell Line and Medium

Experiments were performed using the 2935F-3F6 cells (referred to as HEK-293
throughout the paper), derived from the human embryo kidney cells expressing
the E1A and E1B proteins constitutively (Cote et al. 1998; Graham et al. 1977).
Cells were maintained in T-flasks at 37°C and 5 % CO, atmosphere and
subcultured twice a week at 1-2x105 cells/mL. After three months of
maintenance, the cells were discarded and a new aliquot was thawed. Cells
were grown in NSFMI13, a low-protein serum-free proprietary medium
formulation. Inocula were prepared in 0.5 — 2 L shake flasks and the cells were

maintained in their exponential phase at a density lower than 1x106¢ cells/mL.

Recombinant Viral Vector

o

For the infection, an adenovirus type 5 containing the Green Fluorescence
Protein (GFP) under the control of the CMV promoter was used. Viral stock
titres were 1.7x1010 IVP/ml and aliquots were stored at 80 °C. The MOI used

ranged from 10 to 20 for all experiments. Data generated in shake flasks
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demonstrated that the productivity of infected 293 SF cells is similar for MOI of

5,10,25,50 and 100, but decreases below MOI of 1.

Culture Conditions

The cultures were performed in a controlled 3.5 L Chemap CF-3000 bioreactor
(Mannedorf, Switzerland) equipped with 3 surface baffles and two marine
impellers. Exponentially growing cells were inoculated at around 0.4x10°
cells/mL. Temperature was maintained at 37 °C by a water jacket. pH (Ingold
pH probe, Andover, MA) was controlled at 7.2 with the addition of 1 M NaOH
solution or controlling the percentage of CO: in the gas inlet. Nitrogen and
oxygen were used for controlling the dissolved oxygen concentration at 40 % of
air saturation. Sparging was not used to minimise shear stress. The fed gas was
introduced by surface aeration and its composition was controlled by mass flow
controllers. The fraction of CO; in the outflow gas was performed using a
Servomex 1400 infrared analyser (Norwood, MA). The bioreactor was also
equipped with dissolved CO; (YSI 8500 CO, monitor, Yellow Springs, OH) and
biomass (Aber instruments Ltd., Aberystwyth, UK) probes. An in-sifu probe
allowed the real-time measurement of fluorescence as described in Gilbert et al.

(2000). Data acquisition was performed using FIX MMI software (Intellution,
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Norwood, MA, USA). Cells were retained in the reactor using a BioSep 10L
acoustic filter (Applikon Inc., Foster City, CA). Masterflex L/S peristaltic pumps
(models 7521-40, Cole-Palmer, Vernon Hills, IL) were used to add fresh
medium, harvest cells and pump the culture through the recirculation loop
(Figure 4.1). The flow rate in the external recirculation loop was set at 3 times

that of the harvest pump.

Analytical Methods

Viable and total cells were counted using a haemacytometer (Hausser Scientific,
Horshaw, PA). Viability was assessed by dye exclusion method using
erythrosine. The Biolyzer (Kodak, New Haven, CT) was used for the analysis of
glucose, lactate and ammonia. Amino acids were analysed by HPLC (Kamen et
al. 1991). The total virus particle titre was assayed by HPLC as described in
Klyushnichenko et al.(2000). The quantification of infectious particle was
performed as described by Coté et al. (1997) by doing a gene transfer assay

using an EPICS XL-MCL flow cytofluorometer (Coulter, FL).
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Figure 4.1 Schematic of the perfusion system using an acoustic filter.

Specific Consumption and Production Rates

The specific uptake and production rates were calculated using material
balances based on viable cell concentrations. Nutrient balances around the

bioreactor yield the following equations:
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where D is the perfusion rate, qs and gp are the specific consumption and
production rates, S is the nutrient concentration in the reactor, Sin is the nutrient
concentration in the feed and P is the metabolite concentration in the reactor.

The oxygen uptake rate was calculated as follow:

diL)+KLa(C*—-CL)V+D(CLO~CL)V

(3) OUR =—v(

Where V is the culture volume, Cy is the dissolved oxygen concentration in the
reactor, Cro is the dissolved oxygen concentration in the feed, C* is the oxygen
concentration at equilibrium with the gas phase and Kia is the mass transfer

coefficient for oxygen.
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4.2.4 Results and Discussion

To study the effect of various operating conditions on product yield, several
perfusion cultures were performed. Table 4-1 summarises the different
experimental conditions tested and the results obtained are reported in terms of
virus concentrations and cell specific productivity. Following inoculation, cells
were initially grown in batch mode for 2 to 3 days until a cell density of about 1
millions cells/mL was reached. The perfusion was then initiated and the cells
were allowed to grow until they reached the targeted density for infection. In all
experiments, the cultures were infected at an M.O.I ranging from 10 to 20. Since
the feed and harvest pumps were not stopped at the time of infection, higher
values of M.O.I. were used in the experiments with high renewal rate to account

for virus loss in the harvest line and ensure synchronous infection.
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Improvement Over Batch Production

Table 4-1 presents the results of parallel batch experiments during which the
cells were re-suspended in fresh medium prior infection and were infected at a
low cell concentration (0.5x10¢ cells/mL) to avoid limitations and ensure a good
specific productivity. On average, batch cultures reached a maximum virus
concentration of 7.8x10° VP/mL at 48 hours post-infection and the cell specific

productivity was 15 600 VP/cell

In comparison, the maximum concentration of viral vector achieved in a
perfusion run (experiment #4 and 5) was 4.1x10'0VP/mlL, which constituted a

five-fold increase over batch production (Figure 4.2).

During the perfusion cultures #4 and #5, cells were infected at concentrations of
2.4x106 to 3x106 cells/mL and the perfusion rate was kept constant at 2 vol/d
throughout the growth and infection phases. Since both culture modes yielded
similar cell specific productivities, these results clearly demonstrate that

perfusion cultures can alleviate in part the density effect and allow productive
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infection at higher cell concentrations without impairing the specific

productivity.
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Figure 4.2 Comparison of adenovirus production in perfusion and batch

cultures.

In the batch experiments, a total media replacement was performed prior
infection and the cultures were infected at a cell density of 5x105 cells/mL. The
perfusion culfures were infected at 2.4 to 3x10° cells/mL and led to a five-fold

increase in virus titer while maintaining a similar specific productivity.
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Detrimental Effect of Low Cell Viability on Production

Cell viability is a determining factor for the yield of a production. In experiment
#2, the culture was infected after a plateau in viability was achieved. As soon as
a steady-state in viable cell concentration was established, a significant increase
in dead cell density was observed, concomitant with a decrease in viability. This
is commonly reported for perfusion cultures (Mercille et al. 2000). At the time of
infection, the cell viability was only 60 % in the bioreactor and, as shown in
Table 4-1, this led to a low virus concentration and a poor specific productivity.
The presence of significant amounts of cell debris may have contributed to
create adverse conditions for cell growth as well as reduce the efficiency of the
infection process by viral particle attachment to non-viable cells and cellular
debris. Therefore, in all the other cultures performed, it was ensured that the
viability was 85 % or greater at the moment of infection and the cultures were
infected before the cells reached a plateau phase. With cell viability at the time
of infection ranging between 85 to 96 %, no correlation was observed with virus
productivity (Table 4-1, experiments #1,3,4,5,6,7). Figure 4.3 presents the cell
viability profiles post-infection for the batch and several perfusion cultures

(#1,34,5,6,7). The adenovirus being a lytic system, viability decreases as a



consequence of a successful infection. The decrease in viability was similar in
the batch production and in the perfusions run at low perfusion rates. In
general, experiments performed at perfusion rates of 2 vol/d presented slightly
higher viability profiles. These results demonstrate that, under these conditions,

the shear generated by the acoustic filter is not significantly damaging the cells.

100%
=4 Batch with medium
) e e | :
80% exchange
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) b .
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o o
f;? | 8 Experiment #4
8 40% -®~ Experiment #5 ;
i X B | —@- Experiment #6
% 1
20% OO -_ ‘ A Experiment 47
0% e o e N e

0 24 48 72 96 120

Time post-infection (h)

Figure 4.3 Viability profiles post-infection for the batch production and the

perfusion cultures (see operating conditions in Table 4-1}.
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Effects of the Cell Density at Infection

The “cell density effect” reported in batch cultures {Nadeau et Kamen 2003) for
infections at cell densities beyond 0.5x10° cells/mL was also observed in
perfusion cultures, but occurred at higher cell concentrations. As shown in
Figure 4.4, the specific productivity decreases with increasing cell density at the
time of infection for a set perfusion rate of 2 vol/d. Comparing experiment #1
and #3 (Table 4-1), we note that to obtain a similar productivity when the cell
density is twice as high (4x10¢ vs 2x106), the perfusion rate must be increased by
a factor of two, suggesting some sort of limitation (nutrient depletion and/or
waste inhibition). Specific productivity comparable to those of low cell density
infected cultures (15 000 to 20 000 VP/cell) could only be maintained for cell
densities up to 3x10° cells/mL with a perfusion rate of 2 vol/day (run #5). For a
similar feeding regime, infection at a cell density of 6x10° cells/mL (run #6) led
to a 5-fold reduction in specific productivity. Thus, infection at cell
concentrations higher than 3x10¢ cells/mL would require to further increase the
perfusion rate to overcome the limitations and preserve the specific

productivity.
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Figure 4.4 Cell density effect. The cell specific productivity decreases as the cell

density at infections is increased for a set perfusion rate of 2 vol/d.

influence of the Perfusion Rate

For similar cell densities at infection, the highest virus productions were
achieved for the higher perfusion rates (Figure 4.5), again supporting the
hypothesis that the cell density effect may be a result of a nutrient limitation or
toxic metabolite accumulation. The maximum viral concentration in the

bioreactor was obtained at a dilution rate of 2 vol/day (Figure 4.5A). At higher
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dilution rate, the concentration of virus was lower inside the bioreactor because
a significant fraction of vectors produced were washed out of the culture in the
harvest line (Figure 4.5B). Since most of the virus produced remains
intracellular, this is not solely due to dilution effect of the increased flow rate,
but is also correlated to a reduced cell retention efficiency. Operating at high
renewal rates creates a trade off situation. To maintain the efficiency of the
acoustic separator at high flow rates, both the separator power input and the
flow in the recirculation loop have to be increased (Gorenflo et al. 2002) and
these might negatively affect cell viability. The latter increases circulation of
cells through the peristaltic pump that can lead to cell damage (Merten 2000),
especially during the infection phase when the cells are more shear sensitive.
This may explain why the specific productivity was not improved by feeding at
3 vol/d (Figure 4.5D). One possible solution would be replacing the
recirculation loop by a regular air-backflush of the filter chamber as suggested

by Gorenflo et al.(2003).

Dilution of the product at high perfusion rates also raise some important
considerations related to downstream processing. For instance, in experiment
#4, harvesting only the 3 litres of the bioreactor would recover around 90 % of

the total virus produced, whereas in the case of experiment #7, the recovery
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would only be about 40 % of the total production. It is also worth mentioning
that the increase in productivity at high feed rates is obtained at the expense of
operating costs, since the yields on media were generally higher at low

perfusion rates (last column of Table 4-1).

On-line Process Supervision of Infection

Figure 4.6 shows the filtered profiles of oxygen uptake rate (OUR), capacitance
and fluroescence during growth and infection. The OUR is computed online
from the fraction of oxygen in the gas fed to the headspace of the bioreactor. As
reported previously for several other cell lines (Konstantinov et al. 1994), the
oxygen uptake rate and the capacitance signals are both well correlated to the

viable cell concentrations during the growth phase (pre-infection).
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A) Virus concentration inside the bioreactor. B) Virus concentration measured in

the harvest line. C) Cumulative virus production taking into account the virus

washed out in the harvest line. D) Cell specific productivity as a function of the

perfusion rate. The three experiments shown were infected at similar cell

densities

(2x10¢ cells/mL).
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Figure 4.6 Monitoring cell growth during a perfusion culture (experiment #1).

During the growth phase, the cell concentration profile correlates with the
oxygen uptake rate and the culture capacitance measurement using a biomass

probe.

Upon infection, two important physiological changes occur. An increase in both
respiration and biovolume is observed and constitute reliable and early
indicators of the infection. As shown in Figure 4.6, even though the viable cell
concentrations level off shortly after infection, the oxygen uptake rate continued

to increase and go through a maximum at around 20 hours post-infection. As
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viral DNA replication progresses, the oxygen demand starts to decrease
concomitantly with the cell viability. The relationship between oxygen uptake
rate and virus production have been reported (Garnier etf al. 1994), especially in
insect cells infected with baculovirus (Kamen et al. 1996).. Kussow et al. (1995)
showed a similar correlation for porcine virus production using porcine
epithelial cells cultivated on microspheres in a stirred tank bioreactor. The virus
concentration peak occurred consistently 10 hours after the maxium OUR and
led the authors to suggest using the decrease in OUR to determine the time
point of virus harvest. Clearly, this strategy would not apply for our system as
the maximum virus titer is attained much later (Figure 4.7). Rather, the OUR

peak seems to coincide with the beginning of virus production.
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Figure 4.7 Monitoring infection during a perfusion culture (experiment #1).

Following infection, two important physiological changes occur. First, an
increased respiration is observed immediately post-infection. Second, during
the viral protein synthesis phase, the cell radius increases, leading to an
augmentation of the cell volume. As a result, the capacitance measurement,
which is an estimation of the biovolume of the culture, reached a maximum 18
hours after the cell concentration and OUR peaks. Both measurements

constitute simple and reliable indicators of an infection.

After infection, the capacitance measurement does not correlate with either the
viable cell density or the OUR profiles. A maximum is attained approximately

18 hours after the OUR peak (38 hpi). During the infection phase, as the viral
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DNA synthesis is initiated, the mean cell volume increases and cell aggregates
are disrupted. This translates into an increase in the capacitance signal, which is
closely related to the total biovolume of the culture (Zeiser et al. 2000). For
example, during the viral protein synthesis phase, the mean cell radius of
infected HEK-293 cells can increase ffem 14 to 16 pm, leading to a 50 %

augmentation of the cell volume.

Upon reaching its maximum, the total virus particle concentration profile
exhibits a sudden decrease (Figure 4.7). This drop in viral vector concentration
measured by HPLC cannot be solely explained by the continuous wash out of
product in the harvest line. In fact, a similar behaviour was observed in all the
modes of production employed in our laboratory: batch, fed-batch, sequential
batch and perfusion processes (Gilbert et al. 2000). Moreover, the decrease rate
appears to be correlated with cell viability. This trend has not been discussed in
the literature, probably because most of productions are harvested as early as 48
hours post-infection. The causes behind this apparent instability is still under
investigation and many factors are under examination such as virus aggregation
impairing the detection method, but the most likely explanation is related to the

instability of incomplete virus (Vellekamp et al. 2001) .
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Due to the unstable nature of the virus in culture, it becomes critical to be able
to determine the appropriate harvest time. However, this is a challenging task
because real-time measurement of virus concentration in cell culture is difficult
and must generally be inferred from other measurements. Since the OUR and
capacitance signal maximums occur approximately 45 h and 27 h before the
maximum in virus concentration, it is unpractical to use these signals for that
purpose. To study the kinetics of infection, the green fluorescence protein (GFP)
was used as a marker transgene. A fluorescence probe allows the in-situ
measurement of intracellular GFP and the GFP contained in the supernatant
(Gilbert et al. 2000). Protein synthesis typically starts 10-15 hours post infection,
reaches its maximum approximately 10 hours after the peak in viral particle and
then the fluorescence measurement decreases as a result of protein wash out in
the harvest line. Hence, the maximum GFP concentration, which can be inferred
from the fluorescence measurement, cannot be used directly to predict the
maximum virus titer. However, as reported by Gilbert et al. (2000) for batch
cultures, the production rate of GFP may be used as an indicator to determine
the appropriate harvest time. The production rate can easily be computed on-
line from the fluorescence measurement. It was shown that the virus titer peak
consistently occurs 14 hours after the maximum in GFP production rate. In

perfusion cultures, the delay between the maximum GFP production rate and



the peak in virus concentration was approximately 30 hours. As shown in
Figure 4.8, this delay can provide a reasonable estimate for the time at which the

virus concentration will be maximum.
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Figure 4.8 Harvest Time determination.

The GFP production rate, estimated from the fluorescence measurement, can be
used to determine an appropriate harvest time. The maximum in virus
concentration is achieved approximately 30 hours after the peak in GFP
production rate. This delay can be used to define a window of operation for the

harvest. Using a conservative 5 hours margin is sufficient to provide a
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reasonable time span for harvesting. Shown here are the data from two
experiments (#1 at the bottom and #7 on top) performed at different perfusion

rates (0.5 and 3 vol/d).

etabolism during Growth and Infection of Perfusion Cultures

All the aforementioned tools can give valuable information regarding the status
of infection but none of them can provide g priori indication on the productivity
of the culture, which is most likely influenced by the physiological state of the
cells. Thus, the design of more effective monitoring techniques relies on a better

understanding of the metabolism of the cells prior to and during the infection.

The kinetics of nutrient consumption and waste metabolite production prior to
and post-infection are summarised in Table 4-2. The values reported for the
| infection phase correspond to the time when the maximum respiration
occurred. We note that the glucose and oxygen uptake rates are higher during
the infection phase. This can be related to the increase in cell volume and mass,
but also to an increased energy requirement for protein synthesis. These results
are consistent with previous reports showing data from batch and fed-batch
experiments (Garnier et al. 1994; Iyer et al. 1999; Nadeau et al. 2002; Xie et al.

2002a). The production of lactate is also greater during infection, but the



85

lactate/glucose molar ratio remained relatively unchanged. In contrast with
glucose utilisation, glutamine consumption and ammonia production did not
vary significantly prior to and post-infection. This result is similar to the kinetics
obtained on infected PERC.6 cells (Xie et al. 2002a), another human cell line

used for production of adenoviral vectors.

The production and consumption rates were lower in the case of the culture
infected at high cell density (experiment #6). The significant reduction in cell
specific productivity is thus correlated with a reduction in metabolic activity. In
contrast with all the other experiments, the period of increased respiration
following infection lasted less than 24 hours (Table 4-2). The culture is also
characterised by a slight decrease of the ratio of lactate/glucose at 24 hours
post-infection. This is consistent with a previous report in which the increased
lactate production of infected cells was used to assess the progression of virus

infection in cultures (Singhvi et al. 1996).
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In general, the kinetics are relatively unaffected by the perfusion rate. Only a
slight increase in the lactate/glucose molar ratio is observed for the highest
perfusion rate, probably due to a higher conceﬁtration of glucose. Despite the
little differences in productivity obtained in the other perfusion cultures, the
rates remained about the same. The culture with the highest product yield
showed a slightly higher ratio of ammonium/glutamine but since only minor
variations of glutamine uptake rate were observed, this is likely due to the
generation of ammonium by the oxydation of other amino acids in the Krebs

cycle.

As expected, the highest lactate and ammonia residual concentrations were
observed at the lowest perfusion rate tested. Previous studies have shown that,
during the infection of batch cultures, lactate concentration over 20 mM had a
detrimental effect on cell viability and ammonia was found to inhibit the
growth of HEK-293 cells in the range of 1 to 2.5 mM (Hassel et al. 1990; Nadeau
et al. 1996). Different feeding strategies have been investigated to maintain
glucose and glutamine at low levels to reduce the production of lactate
(Siegwart et al. 1999) and ammonia (Lee et al. 2003) and to allow infection at
higher cell densities. Experiment #1 and #3 were performed with different

operating conditions (perfusion rate, density at infection) but showed similar
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residual lactate concentrations and yielded similar cell specific productivity.
However, when comparing experiment #4 and #7, which led fo similar
productivities, we note that a further reduction in waste concentration did not

translate into improvements.

4.2.5 Conclusions

The present study showed that perfusion cultures can be a useful strategy to
eliminate, at least in part, the limitations observed in batch operations. With a
perfusion rate of 2 vol/d, cultures can be infected at cell densities in the range of
2.4 to to 3x106 cells/mL without a loss in specific productivity, while increasing
volumetric productivities up to five-fold. It is expected that further increases in
cell concentration at infection is likely to increase the maximum virus
concentration achieved, but at the expense of greater media consumption and
assuming that the cell retention efficiency can be maintained at high perfusion

rate without impairing the viability of the cells by increased shear stress.

We have also demonstrated that the combination of the OUR, fluorescence and
capacitance probe signals allowed real-time monitoring of the status of the

infection. However, no reliable method is yet available to assess the
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productivity of a culture on-line. It was established that a reduced metabolic
activity led to a significant reduction in specific productivity, which confirms
that the physiological state of the cell at the fime of infection is a determining
factor. Future work will explore the use of metabolic flux analysis to get more
insight into the cell metabolism at the intracellular level. In turn, this will permit
the development of online estimators of the physiological state of the cells and

allow for better control of the process.
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4.3

ésultats complémentaires

4.3.1 Cultures effectuées sous d’autres conditions opératoires

Des expériences supplémentaires ont été menées sous des conditions
opératoires différentes. Ces nouveaux résultats confirment les tendances
évoquées précédemment : en augmentant le taux de perfusion on parvient a
accroitre la productivité pour une méme densité a U'infection (expériences #8 et
#9). En outre, en ajustant le débit d’alimentation en fonction de la concentration

cellulaire, une culture a pu étre infectée a 5x10¢ cellules/mL (expérience #10).

Cependant, ces résultats ne peuvent étre directement comparés avec les
résultats antérieurs. En effet, une réduction systématique des niveaux de
production a été observée, tant dans les perfusions que dans les contrdles en
flacons menés en parallele lors de chaque nouvelle expérience. Ces expériences
ont été conduites plusieurs mois aprés les précédentes. La cause exacte de cette
réduction n'a pu étre identifiée, elle est sans doute le résultat d'un ou de
plusieurs facteurs : 1’dge du stock viral, 'effet d'un dégel prolongé impromptu

(résultat d'une défaillance technique), une modification au niveau de la
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méthode analytique de mesure (remplacement de colonne du HPLC pour la
mesure des particules totales), variation entre les lots d'un méme milieu de

culture, age des cellules, etc.

A titre comparatif, les résultats ont été exprimés sur une base relative, par
rapport aux niveaux moyens obtenus dans les contrdles infectés a 0.5x10°
cellules/mL (de T'ordre de 15 600 VP/cell pour la 1% série d’expériences et

8500 VP /cell pour la seconde)



Tableau 4-3 Résultats des expériences supplémentaires

# Expérience | Taux de | Concentration | Productivité | Productivité
perfusion | cellulaire & (VP/cell) Relative
(vol/j) Vinfection
{cell/mL)
8 0.5 4x100 3000 0.35
9 2 4x106 6800 0.3
10 Variable 5.1x10¢6 7220 0.85
05a4)
Expériences antérieures
1 0.5 2.1x10¢6 9200 0.59
2 1 2.7x106 3600 0.23
3 1 4x10° 11300 0.72
4 2 2.4x10¢ 19600 1.25
5 2 3x108 16 200 1.04
6 2 5.8x108 3800 0.24
7 3 2.6x10¢ 15900 1.02

97
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4.3.2 Infectivité du virus produit

Les données rapportées jusqu'a maintenant l'étaient en terme de particules
virales totales. Pour des raisons encore mal comprises dans la littérature, de ce
total, seulement un certain nombre ont la capacité d'infecter des cellules. On
pense que les autres seraient en fait des virus dont 'assemblage serait incomplet
(Vellekamp et al. 2001). Il faut donc établir une distinction entre le virus « non-
infectieux » et le virus « infectieux ». Bien qu’aucune méthode ne permette de
les séparer, seuls les virus infectieux sont efficaces pour le transfert de geénes
dans les applications thérapeutiques et il est donc primordial de quantifier
Vinfectivité du virus produit. Méme si la bioactivité du virus dépend des
méthodes et des conditions de quantification utilisées, le pourcentage de virus
infectieux varie généralement de 20 a 30 % du nombre de particules totales
(Mittereder et al. 1996). Un essai de transfert de génes a donc été effectué et le

profil de particules infectieuses est illustré dans la Figure 4.9.

On constate que les maximums de particules totales et infectieuses coincident.
Jusqu'a V'atteinte de ce maximum, le pourcentage de particules infectieuses est

relativement constant autour de 30 %. Cette valeur est similaire aux résultats
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obtenus en mode batch ce qui établit que le mode perfusion n'a pas d'effet
néfaste sur Uinfectivité du virus. On observe également qu’au moment ol la
concentration de particules totales chute, la concentration de virus infectieux
semble beaucoup plus stable (la légére baisse étant principalement attribuable
au phénomeéne de dilution). Cette tendance, également observée en batch,
suggere qu'en récoltant plus tard, on puisse obtenir un stock viral avec une
proportion plus grande de particules infectieuses. Ceci demande a étre étudié
plus en détails, car cela pourait avoir des répercussions assez importantes sur
I’éventuelle utilisation du produit en thérapie génique, la réponse immunitaire

s’en trouvant diminuée.
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ISATION DE L'ETAT
E DES CELLULES

Les résultats rapportés dans le chapitre précédent démontrent l'influence du
taux d’alimentation et de la concentration de cellules & linfection sur la
productivité spécifique des cellules. Afin d'optimiser les productions en
déterminant les conditions opératoires appropriées, il s’avere essentiel de mieux
comprendre l'impact de ces deux parameétres sur les cultures. L’hypothese de
recherche est que les conditions d’opérations et environnementales au cours
d’une culture déterminent l’état physiologique des cellules, lequel influence

ultimement le niveau de productivité.

Pour caractériser 1'état physiologique des cellules, la technique d’analyse des
flux métaboliques a été employée afin d'évaluer quantitativement les
différences au niveau des réactions biochimiques intracellulaires. L'emploi de
cette approche se justifie d'une part par la richesse de linformation qu’elle
procure et d’autre part par la disponibilité d'un modéle métabolique pour les

cellules utilisées dans le cadre de ce travail.
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Une adaptation du modele développé et validé par Nadeau ef al. (2000a)
spécifiquement pour les cellules HEK-293 a été utilisée pour I'analyse des flux
métaboliques. Le modele est constitué de 40 flux et comporte principalement les
voies cataboliques du glucose, de la glutamine, de 17 autres acides aminés ainsi

que les taux de biosynthese.

Les principales modifications apportées au modele original sont les suivantes :

1) Le milieu de culture ufilisé étant pauvre en protéines, 'apport de ces-
derniéres comme source d’acides aminés s’avere négligeable et a été

&liminé.

2) La concentration de proline pouvant étre désormais déterminée, ce
composé est ajouté comme mesure additionnelle pour consolider les

calculs.

3) La voie de dégradation de la glutamine en acide pyrrolidone
carboxylique et la voie de conversion du glutamate en sérine donnant
lieu a des taux négligeables et/ou négatifs ne sont plus considérées dans

le modele.



Tableau 5-1 Liste des réactions biochimiques du réseau métabolique

O R NI O U 0N e

11
12
13
14
15
16
17
18
19

20
21

22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

Glc + ATP -» FructéP
Fruct6P + ATP — 2 GAP
GAP —» Pyr + 2 ATP + NADH + I
Pyr+ NADH + H* — Lac
mPyr + CoA = ACCoA + NADH + CO + H*
Pyr + Gha — Ala + <xKG
OAA + Glu - Asp + «KG
mGIn + H,O — mGlu + NH;
2 Gln +5/4 Asp + Rib5SP + %2 Gly + 27/4 ATP + 5/8 NADPH — ADN | ARN +
3% NADH + % Fum + 2 Glu
mMal + 2ATP — mPyr +CO; + NADPH + H*
Asp + GIn + ATP — Asn + Glu
Glu + ATP + 2 NADPH +2 H"*— Pro
2 Gly — Ser + NH;
G6P + ATP — 1/3 Rib5P + 2/3 XubP + 2 NADPH + H* + CO,
R5P + 2 XubP — 2 FructeP + GAP
2 (9 Cit +17 ATP + 9 CoA + 16 NADPH) —» AcOLE + 18 CAA
Extracellular Proteins — ZAA
TAA-> Intracellular Proteins
Lys + 2 mocKG + NADPH - 2 AcCoA +2CO; + 4 NADH +
3 H* + FADH: + 2 mGlu
Leu + mxKG + ATP = 3 AcCoA + mGlu + CO, + NADH + H* + FADH,
e + mxKG + ATP — SuCoA + AcCoA + CO2 + 2 NADH +
2 H* +FADH; + mGlu
Thr — CO+ 2 NADH + 2 H* + FADH, + NHs + mPyr
Val + maKG + ATP — SuCoA + 3 NADH + H + FADH, + 2CO; + mGlu
Met + Ser + 2 ATP — Cte + SucCoA + NADH + H* + CO; + NH;z
Phe + O+ NADPH + H* = Tyr
Tyr + mocKG + 202 — Fum + 2 AcCoA +m Glu
Arg + moxcKG — mGlu + NADH + H*
His — mGlu + NH;
mOAA + AcCoA — Cit
Cit » mocKG + CO, + NAPH + H+
meKG - S5uCoA + NADH + HY + CO;
SuCoA —» Fum + ATP + FADH;
Fum — mMal
mMal - mOAA + NADH + H*
NADH+% 0, —» 3 ATP
Pyr — mPyr
Glu + mAsp — mGlu +Asp
Gin — mGin
mMal + «xKG — Mal + m«<KG
mGlu + mOAA — mAsp + mecKG
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5.2 Calcul des flux intracellulaires

Par un bilan massique autour d’une cellule, on obtient I'équation suivante pour

les composés (S):

4 kF+DS+O-P

dt

ou S désigne la concentration intracellulaire des métabolites, K est la matrice des
coefficients steechiométriques, F est le vecteur des flux intracellulaires, D.S est le
terme de dilution d{i aux variations du volume cellulaire, Q est le vecteur des

taux de consommations et P, le vecteur des taux de production.

En invoquant ['hypothése de régime pseudo-stationnaire (Zupke et
Stephanopoulos 1994a), il vient:

s

—=0
drt

En outre, le terme de dilution est assumé négligeable.

D-S=0
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et I’équation de bilan se simplifie donc a :

KF=(P-Q)

Lorsque le nombre de taux mesurés est égal au nombre de réactions
biochimiques, le systéme est dit « déterminé » et les taux de réactions inconnus

s’obtiennent par une simple inversion de matrice selon:

F=K"(P-Q)

En général, il est souhaitable que le nombre de mesures soit supérieur au
nombre minimum de réactions requis pour le calcul des flux. Ceci permet de
réduire l'erreur expérimentale et permet de détecter la présence d’erreurs
grossiéres dans les données. On dit du systeéme qu’il est alors « sur-déterminé »
et la solution s’obtient par une méthode de moindres-carrés. Cependant, comme
elle contient des mesures redondantes, la matrice K n’est plus carrée et on ne
peut pas en déterminer linverse. Toutefois, la décomposition en valeurs
singulieres permet de définir un pseudo-inverse pour des matrices rectangulaires

ou des matrices carrées singulieres.
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F=(K"Ky' K" (P-0Q)

Le terme (K'K)'K" est appelé inverse généralisé ou inverse de « Moore-

Penrose ».

La matrice K étant de dimensions 46x40, pour solutionner le probléme il faut
obtenir les taux spécifiques de consommation et de production de 46
composantes. Toutefois, un certain nombre de ces composantes étant
exclusivement intracellulaires, leur taux net de production/consommation est
égal 4 0. Cela réduit la tache a l'obtention de 36 mesures, plus une mesure
additionnelle (celle du CO» produit) servant a valider la démarche en

comparant avec la valeur prédite par le modéle.

5.3 Pondération des mesures

La solution faisant appel & la méthode du pseudo-inverse est obtenue en
conférant un poids égal a toutes les valeurs de taux mesurés. Or, les taux sont
obtenus a partir de concentrations mesurées par différentes méthodes
analytiques (HPLC, test enzymatique, etc) et il est donc raisonnable de penser

que l'incertitude rattachée a chacune des valeurs soit différente. Par exemple, le
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pourcentage d’erreur sur la mesure des concentrations d’acides aminés par
HPLC est en moyenne inférieur a2 5 %. En comparaison, la détermination du
poids sec qui intervient dans le calcul de la composition des cellules est
relativement imprécise, le pourcentage d’erreur pouvant étre de 30 %. Dés lors,
il est plus approprié de résoudre par une méthode de moindres carrés pondérés,
de facon a conférer plus de poids aux mesures qui sont les plus précises. On

peut le faire en pondérant les taux par leurs variances respectives selon :

F=&"y Ky Ky (P-0Q)

ol west la matrice de variance-covariance du vecteur de mesures (P-Q)). Comme
on dispose généralement de peu d’information sur le bruit de mesure, cette
matrice ne peut généralement pas étre spécifiée (Stephanopoulos et al. 1998). On
pose 'hypothéese que les mesures ne sont pas corrélées et, en négligeant les
covariances, i devient alors une matrice diagonale (dont les éléments sont les

variances de chacune des mesures).
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5.4 FErreurs associées au calcul des flux

Un aspect souvent ignoré dans le calcul des flux est 'évaluation des erreurs
associées a ces calculs. Il est pourtant trés important d’en tenir compte pour
interpréter les résultats. En effet, la valeur de certains flux étant relativement
faible en comparaison avec d’autres, il se peut que des tendances apparentes ne

soient dues qu’au bruit de mesure.

Les erreurs associées aux flux peuvent provenir de deux sources. La premiére
source peut concerner la modélisation, c’est & dire la définition du réseau de
réactions biochimiques. Les modeles étant des simplifications, il est possible que
I'oubli de certaines voies métaboliques existantes entraine des résultats erronés.
Pour réduire cette source d’erreur, il faut améliorer le modele par le biais de
stratégies de marquage (Mancuso et al. 1994; Martinelle et al. 1998; Sharfstein et
al. 1994, Zupke et Stephanopoulos 1994b), permettant de confirmer

expérimentalement les hypotheses formulées lors de la définition du modeéle.

La deuxiéme source d’erreur est liée a la détermination des taux spécifiques de

consommation et de production, qui constituent les entrées du modéle. C’est un
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aspect non-négligeable en raison de la variabilité inhérente aux bioprocédés, de
I'imprécision de certaines méthodes de mesures et du faible nombre de données
disponibles.

Pour estimer lincertitude attachée aux flux, on pondére le systéme par les

variances des mesures :

p =X, P-O)

i
Jo Jo,
Ce qui transforme la méthode des moindres carrés pondérés en une forme

équivalente non-pondérée :
F=(D'D) Db
La matrice (D" D)™ est la matrice de variance-covariance du vecteur de flux (F).

La variance d'un flux Fr est alors donnée par le i*me élément de la diagonale de

cette matrice.
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rectionnalité des flux

Dans 'écriture du modele métabolique, un sens a été assumé pour l'ensemble
des réactions biochimiques. Comme un certain nombre de réactions peuvent
procéder dans les deux sens, il est donc possible d’obtenir des flux négatifs dans
la solution. Toutefois, la plupart des voies métaboliques sont irréversibles. Pour
prendre en compte que certaines solutions ne sont pas admissibles, ou, de fagon
équivalente, pour tenir compte de la « directionnalité » des flux, il faut ajouter
des contraintes d’inégalité a la définition du systéme a résoudre. Obtenir la
solution optimale (au sens des moindres carrés) devient alors un probleme
d’optimisation. Basée sur une méthode de points intérieurs et de région de
confiance, la fonction «lsglin» de Matlab permet de solutionner ce type de

probléme.

5.6 Détection d’erreurs de mesure grossieres

Avant de procéder au calcul des flux, il est primordial de s’assurer qu'aucune

erreur grossieére de mesure ne soit présente dans les données. Cela peut se faire
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par le biais d’équations de bilan redondantes et d'un test statistique, suivant la
méthodologie proposée par Bonarius et al. (1999). Deux bilans de matieres

élérnentaires sur le carbone et I'azote sont utilisés a cette fin.

Soit Anc une matrice contenant la composition en atomes de carbone et d’azote
des composés mesurés contenus dans le vecteur (P-Q). Dans une situation idéale
ol les mesures seraient parfaites, on aurait que :

Ay (P=0)=0

En pratique toutefois, du fait de I'erreur expérimentale, ce produit n’est jamais

nul et on obtient plut6t des résidus (e):

£= Ay (P-0)

Si les résidus sont «significativement différents de zéro», c'est qu’il v a

présence d'une erreur grossiére. Pour quantifier I'expression «significativement

différent de zéro», on a recours a un test statistique faisant intervenir une

fonction h, calculée suivant :

h=&"¢'¢
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o1 ¢ est la matrice de covariance des résidus qui s’obtient & partir de la matrice

de covariance des mesures selon :

@g= ANCTE//ANC

La fonction & suit une distribution 2 et le degré de liberté est déterminé par le
nombre d’équations redondantes. Pour un systéme a deux équations (bilans sur
C et N) et un intervalle de confiance de 90%, /1 doit étre plus petit ou égal a 4.61.
On peut dés lors conclure que la série de données testée ne contient pas d’erreur

grossiere.

Avec deux équations redondantes, lorsque la fonction h est supérieure a 4.61, on
est méme en mesure de localiser la source d'erreur par une méthode
d’élimination séquentielle (Stephanopoulos et al. 1998). Si le retrait d'un
composé se traduit par une baisse significative du critere }, cela signifie que

¢’est la mesure de ce composé qui est erronée.
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CHAPI
CELLULES H

CULTURES INFECTEES AVEC

6.1 Présentation de 'article

Ce chapitre reprend l'article intitulé « HEK-293 cells physiological state as a
determinant of adenoviral vector productivity in perfusion cultures ». Cet
article a été soumis a la revue Biotechnology Progress. Dans le chapitre
précédent, il a été démontré que la productivité des cellules est largement dictée
par les conditions opératoires qui prévalent au cours de leur culture. Le but de
cette étude est de mieux caractériser le métabolisme cellulaire sous ces
différentes conditions opératoires afin d’élucider les facteurs déterminants pour
la productivité d'une culture infectée. Cette section sert également de fondation
pour les derniers chapitres de cette thése en établissant quelles sont les variables

critiques a considérer pour effectuer un suivi efficace du procédé.
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Pour ce faire, la technique d’analyse des flux métaboliques a été employée a
partir d’'un modele biochimique des cellules HEK-293, développé lors de
travaux antérieurs. Ce modele implique 46 composants et comporte 40
réactions, notamment le catabolisme du glucose et de 18 acides aminés, ainsi

que les principaux taux biosynthétiques.

De l'analyse des résultats, il ressort que pour un méme taux de perfusion, une
culture infectée a plus faible densité cellulaire présente des flux glycolytiques et
dans le cycle de Krebs plus élevés qu‘une culture infectée a4 haute concentration
cellulaire. En bout de ligne, ceci se traduit par une productivité accrue. On
constate également que les infections présentant un bon rendement sont
caractérisées par une augmentation significative du métabolisme oxydatif en
post-infection. A l'inverse, une culture ayant une production spécifique faible

présente une réduction de I'activité dans le cycle de Krebs.

Les résultats démontrent également qu’en ajustant le régime d’alimentation, des
états physiologiques similaires peuvent étre obtenus pour des concentrations
cellulaires différentes, et conduire a des productivités spécifiques trés
semblables. Enfin, il est établi que le taux de production d’ATP s’avere un bon

indicateur physiologique reflétant I'activité métabolique globale de la cellule. Ce
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parameétre pourrait donc servir pour les fins de suivi et éventuellement de

controle du bioprocédé.

6.2 HEK-293 cells Physiological state as a determinant of

adenoviral vector productivity in perfusion cultures

O. Henry!?, M. Perrier?, A. Kamen!

Unstitut de Recherche en Biotechnologie, CNRC, 6100 avenue Royalmount,
Montréal, Québec H4P 2R2, Canada;

2Fcole Polytechnique de Montréal, Campus de 'Université de Montréal,

Montréal, Québec, Canada.

6.2.1 Abstract

Recombinant adenovirus is one of the most common vectors used for the
delivery of therapeutic genes. To meet increasing needs of adenovirus vectors
for gene therapy programs, development of efficient and reproducible
production processes are required. However, productions of adenovirus vectors
that maintain a high specific productivity in batch operation are limited to low
cell densities in the range of 5x10° cells/mL. The use of perfusion cultures has

been explored to increase volumetric productivities by eliminating at least in



116

part the limitations and allowing infection at greater cell concentrations. In an
effort to elucidate the determining factors of a productive infection, experiments
performed at different feed rates and cell densities were compared using
metabolic flux analysis. The model used was composed of 40 fluxes that involve
the main glycolytic, glutaminolytic, amino acids and biosynthetic pathways.
The analysis revealed that productive infections are characterised by higher
glycolytic and Krebs cycle fluxes at the time of infection. Moreover, following
infection, a good productivity is characterised by an enhanced oxidative
metabolism whereas, in contrast, a low yield production showed a reduction in
TCA activity. Our findings demonstrate the importance of maintaining the cell
in a desirable physiological state to ensure a productive infection. We also show
the ability of an estimated ATP production rate to reflect the overall metabolic
activity of the cells. Moreover, our results suggest that cultures infected at a
higher cell density can be kept in a similar physiological state by manipulating

the perfusion rate, and yield similar productivity.



6.2.2 Introduction

Adenovirus constitute important gene delivery vehicles in the field of gene
therapy and are currently involved in one-third of the protocols, mainly for the
treatment of cancer. To meet the increasing demand of clinical trials, the
development of high-yield processes is necessary. One of the major challenge of
adenoviral vector production lies in the fact that high cell specific productivities
are only maintained for infection at low cell densities (typically under 1x10¢
cells/mL) (Nadeau et Kamen 2003). Efforts to increase volumetric productivities
have aimed at designing new feeding strategies to allow productive infection at
higher cell concentrations. Substantial improvements were achieved with
sequential batch (Frazzati-Gallina et al. 2001; Garnier et al. 1994; Tyer et al. 1999;
Merten et al. 1999), fed-batch (Lee et al. 2003; Nadeau et al. 1996; Wong et al.
1999) and perfusion (Kallel et al. 2002; Perrin et al. 1995) strategies. This
suggests that the decreased specific productivity at high cell concentrations is
due to nutrient depletion or waste inhibition, though the exact nature of these

limitations remains largely unknown.
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The intrinsic transient nature of an infection in the context of batch, fed-batch
and perfusion modes is a key aspect to consider. Cells are exposed to ever-
changing environmental conditions (cell, nutrient, waste and product
concentrations), which affect their metabolism. The timing for infecting a
culture is thus of critical importance. Consequently, the design and operation of
an efficient process must aim at maintaining or driving the cells towards a
“favourable physiological state” before proceeding with the infection. The
difficulty arises in establishing a quantitative description of this physiclogical
status by a set of several process variables providing relevant information. In
the past, the physiological state has been inferred indirectly, from external
variables outside the cells. Cell concentration, viability, oxygen uptake rate,
carbon evolution rate, glucose and amino acids uptake, lactate and ammonia
production rates are commonly used to evaluate the metabolic activity of
mammalian cells in culture. However useful, the information derived solely
from extracellular variables is only a partial indication of the physiological state

of the cells.

In the context of viral vector production, various on-line and off-line methods
have been investigated to assess the status of an infection. Increased oxygen

uptake rate during virus production have been reported (Garnier et al. 1994;
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Kussow et al. 1995). A fluorescence probe allowed Gilbert ef al. (2000) to
determine the harvest time during an infection by an adenovirus containing the
gene for GFP. Also, increased glucose uptake and lactate production rates were
noted following infection (Garnier et al. 1994; Iyer et al. 1999; Nadeau et al. 2002;
Xie et al. 2002a). All the aforementioned methods can give valuable information
regarding the kinetics of infection but none of them can provide a priori

indication on the productivity of the culture.

To take a step further, one needs to include information at the intracellular level
that may unravel how metabolic pathways influence production. Knowledge of
intracellular fluxes is crucial for the understanding of cell metabolism, but the
challenge resides in the large number of biochemical reactions involved and the
low concentrations of many intermediates. However, given metabolic network
stoichiometry and provided that a sufficient number of accurate measurements
is available, the intracellular fluxes can be evaluated using mass-balancing
techniques. Analysing the flux disiribution in the metabolic network can help to
determine the important substrate requirements and identify the pathways that

limit growth and production.
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Metabolic flux analysis has been used to characterize the effect on cell
metabolism of various environmental conditions: level of dissolved oxygen
(Zupke et al. 1995), hydrolysate concentrations, (Bonarius et al. 1996; Nyberg et
al. 1999), high osmétic pressure (Lin et al. 1999), ammonia additions (Bonarius
et al. 1998), oxidative and reductive stress (Bonarius 2000), low-insulin
concentrations (Chan et al. 2003) and glucose-deprived medium (Martinelle et
al. 1998). The method was also employed to study the effect of dilution rates
and investigate steady-state multiplicity in continuous culture of hybridoma
cells. Interestingly, the antibody specific productivity was not found to be a
function of the growth rate, suggesting that the cell metabolism may play a
major role in IgG productivity (Follstad et al. 1999). Metabolic flux analysis was
also applied in the particular case of infected culture for comparing different

media and several fed-batch strategies (Nadeau et al. 2002; Nadeau et al. 2000b)

In this work, under the hypothesis that the cell metabolic activity may be
governing the productivity, metabolic flux analysis was applied to characterise
the metabolism of 293 cells grown and infected in perfusion cultures, and
evaluate the effects of varying the perfusion rate and the cell density at
infection. The intracellular fluxes prior to and after infection were estimated

using a 40-flux metabolic network requiring 46 measurements. Observed
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differences in maximum viral vector concentrations are analysed in relation
with the metabolic flux profiles of each culture. Results demonstrate that the
productivity of cells after infection is intimately linked with the flux distribution

prior to and post-infection.
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6.2.3 Material and Methods

Cell Line and Recombinant Viral Vector

The cell line used was the 2935F-3F6, derived from human kidney fibroblasts
transformed with Ad5 DNA and expressing the E1A and EIB proteins
constitutively (Graham et al. 1977). The 293SF-3F6 cells were obtained by
adapting 2935 cells in serum-free medium (Cote et al. 1998). Cells were
maintained in 100 ml spinner flasks (Bellco, Vineland, NJ) and subcultured
twice a week in NSFM13, a serum-free proprietary medium. After 3 months of
sub-culturing, the cells are discarded and a new aliquot is thawed. The
adenovirus used for infection, was an adenovirus type 5 containing the Green
Fluorescence Protein (GFP), under the control of the CMV promoter (Ad5

GFPq). The viral stock titer was 1.7x10%0 IVP/ml and stored at -80 °C.

Bioreactor Cultures

Perfusion cultures were carried out in a 3 L bioreactor (Chemap CF-3000,
Mannedorf, Switzerland). Agitation by two marine impellers was set at 100

RPM. The pH (Ingold pH probe, Andover, MA) was maintained constant at 7.2
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by the addition upon demand of a2 IN NAOH solution or adjusting the fraction
of CO; in the gas inlet. Oxygen was supplied via surface aeration to keep the
dissolved oxygen at 40 % air saturation. A water jacket maintained the
temperature constant at 37°C. Off-gas measurements were performed using a
Servomex 1400 infrared analyser (Norwood, MA). The bioreactor was also
equipped with dissolved COz (YSI 8500 CO; monitor, Yellow Springs, OH) and
biomass (Aber instruments Ltd., Aberystwyth, UK) probes. Process data were
logged to a computer using the FIX software (Intellution, MA). Cells were
retained in the bioreactor using an acoustic separator (BioSep 10L, Applikon
Inc., Foster City, CA). Three pumps (Watson-Marlow Inc, Wilmington, MA)

were used for medium feed, culture harvest and recirculation.

Reactor seed cultures were grown in spinner flasks (Bellco, vineland, NJ) and
the seeding density was approximately 0.3x10° cells/mL in all experiments.
Celis were initially allowed to grow in batch mode and the onset of perfusion
was when the cell concentration was about 1x10¢ cells/mL. The feed rate was

kept constant throughout growth and infection.
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Analytical methods

Viability and total cell number were determined using a haemacytometer
(Hausser Scientific, Horshaw, PA). Viability was assessed by dye exclusion
method using erythrosine B. Samples taken from the reactor were frozen at -
80°C until ready for analysis. DNA analysis and dry weight estimation have
been previously described (Nadeau et al. 2002). Extracellular proteins were
assayed using the Dc Protein Assay (Bio-Rad, Hercules, CA) and total proteins
were analysed using the BCA kit (Pierce, Rockford, IL} as described previously
(Nadeau et al. 2002). The Biolyzer (Kodak, New Haven, Connecticut) was used
for the analysis of glucose, lactate and ammonia. Amino acid concentrations
were measured by HPLC (Kamen et al. 1991). The total virus particle titre was

assayed by HPLC as described in Klyushnichenko et al. (2000).
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Specific Consumption and production rates

The specific uptake and production rates were calculated using material
balances based on viable cell concentrations. Nutrient balance around a

perfusion bioreactor yield the following equations:

as

—=—g X +D{§ -8
df qS ( in )
dpP

=4, X+DP

ar dp

where D is the perfusion rate, gs and qp are the specific consumption and
producti(mk rates, S is the nutrient concentration in the reactor, Sin is the nutrient
concentration in the feed and P is the metabolite concentration in the reactor.
The time derivatives were obtained from the slope of the tangent to the curve of

concentration measurements.

Based on a mass balance in the liquid phase, the oxygen uptake rate was

calculated as follows:



126

QUR:—V(ijﬂh-Kia(C’hCL}V+D(Cw—CL)V
Lar)

Where V is the culture volume, Cp the dissolved oxygen concentration in the
reactor, Cio the dissolved oxygen concentration in the feed, C* the oxygen
concentration at equilibrium with the gas phase and Kia the mass transfer

coefficient for oxygen.

The carbon dioxide evolution rate (CER) was evaluated according to the
methods proposed by Bonarius et al. (1995) and Nyberg et al. (1999) for cells

cultured in a bicarbonate-buffered medium.

CBR =2, =" e, +D(C7 = C")

where ng is the molar gas flow rate to the reactor, yX is the mole fraction of COz
in the headspace, yF is the mole fraction of CO; in the feed gas, CR is the
concentration of CO, and bicarbonate in the liquid phase and CF is the

concentration of CO; and bicarbonate in the medium feed.
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Metabolic Flux Calculation

The simplified biochemical network employed is listed in Table 1 and was
adapted from a previously established metabolic model for the HEK-293 cell
line (Nadeau et al. 2002; Nadeau et al. 2000b). The model involves 40 fluxes,
including the catabolism pathways of glucose, glutamine and 18 amino acids.
Since pyruvate, glutamine, glutamate, aspartate, <-ketoglutarate and malate can
be transported in and out of the mitonchondria, compartmentalization of these
nutrients was also considered (reactions 33 to 40). Values for cellular
composition in amino acids, lipids, DNA and RNA were determined previously
for the HEK-293 cell line during both growth and infection (Nadeau et al. 2002).
For flux calculations, membrane lipids are lumped into one fraction of oleic acid
(Bonarius et al. 1996). The pentose-phosphate pathway was analysed based on
14C experiments described in Nadeau et al. (2002). The amino acid requirements
for protein synthesis were estimated based upon the average amino acid

composition of proteins measured in HEK-293 cells.



128

A mass balance around a cell yields the following equation:

gﬁ:KF+DS~Q+P
dt

where S is the intracellular nutrient concentration, K is the matrix of
stoichiometric coefficients, F is the unknown vector of reaction fluxes, DS
represents the dilution associated with cell volume variation, Q is the vector of
nutrient consumption rates and P is the vector of metabolite production rates.
The matrix K contains 46 components and 40 biochemical reactions and is full
rank. The sensitivity and singularity tests were performed to ensure that the
stoichiometric system developed is a well-posed system. The matrix has a
condition number of 66. The pseudo-steady state assumption is invoked for the
intracellular metabolites (Zupke et al. 1995) and equation 5 can be simplified to

obtain:

KF—(g+P)=0



129

Evaluation of the metabolic flux vector F is performed using a weighted linear

least-squares:

F=K"y KKy (Q-P)
where W is the variance-covariance matrix associated with the measured rate

vector (Q -P).
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Table 6-1 Listing of biochemical reactions included in the metabolic network

Glc + ATP — Fruct6P

Fruct6P + ATP — 2 GAP

GAP — Pyr + 2 ATP + NADH + H*

Pyr + NADH + H*— Lac

mPyr + CoA — ACCoA + NADH + COp + HY

Pyr + Glu — Ala + «KG

OAA + Glu — Asp + <KG

mGin + H;O — mGlu + NH;

2 Gln +5/4 Asp + Rib5P + % Gly +27/4 ATP + 5/8 NADPH — ADN | ARN +

34 NADH + % Fum + 2 Glu

10 mMal + 2ATP — mPyr +CO; + NADPH + H*

11 Asp +GIn + ATP — Asn + Glu

12 Glu + ATP + 2 NADPH +2 H*— Pro

13 2 Gly — Ser + NH;

14 G6P + ATP — 1/3 Rib5P + 2/3 XubP + 2 NADPH + H + CO;

15 R5P + 2 Xu5P — 2 Fruct6P + GAP

16 2{9 Cit +17 ATP + 9 CoA + 16 NADPH) — AcOLE + 18 GAA

17 Extracellular Proteins — ZAA

18 TAA— Intracellular Proteins

19 Lys + 2 me<KG + NADPH — 2 AcCoA + 2 CO; + 4 NADH + 3 H* + FADH; +
2 mGlu

20 Leu + mecKG + ATP — 3 AcCoA + mGlu +CO, + NADH + H* + FADH>

21 Ile + mecKG + ATP < 5uCoA + AcCoA +CO2 +2NADH + 2 H+ +
FADH: + mGlu

22 Thr — CO, + 2 NADH + 2 H* + FADH; + NHz + mPyr

23 Val + me<KG + ATP — SuCoA + 3 NADH + H* + FADH; + 2CCy + mGlu

24 Met + Ser + 2 ATP — Cte + SucCoA + NADH + H* + CO; + NH;3

25 Phe + G, + NADPH + H* — Tyr

26 Tyr + me=<KG + 20; = Fum + 2 AcCoA +m Glu

27 Arg + me<KG — mGlu + NADH + H*

28 His — mGlu + NH;

29 mOAA + AcCoA — Cit

30 Cit » me<KG + COp + NAPH + H+

31 mecKG — SuCoA + NADH + H++ CO,

32 SuCoA — Fum + ATP + FADH,;

33 Fum — mMal

34 mMal —» mOAA + NADH + H+

35 NADH +% 0, —» 3 ATP

36 Pyr —» mPyr

37 Glu + mAsp - mGlu +Asp

38 Gln - mGin

3% mMal + <KG — Mal + me<KG

40 mGlu + mOAA — mAsp + m<KG

N 0 N O Ut e O3 RS e
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Data consistency

Two elemental balances on nitrogen and carbon were used as independent
equations to check the overall consistency of the data, using a method described
previously (Bonarius et al. 1999; Stephanopoulos et al. 1998). Briefly, a statistical
function is used to assess if the residuals from the elemental balances are

significantly different from their expected value of zero.

e=A-(P-0)

where A is the matrix of redundant equations. The function h is equal to the
sum of weighted squares of the residuals :
h=&"g e

p=A"yA

where y is the variance-covariance matrix of the measurements contained in (P-
Q). It was demonstrated that h follows a y2 distribution and the degree of
freedom is determined by the number of redundant equations (Stephanopoulos

et al. 1998). For 2 degrees of freedom, the value of the y? distribution at a 90 %
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confidence interval is 4.61. A lower calculated value of h indicates that, at a

confidence greater than 90 %, there are no gross measurement errors.

6.2.4 Results and Discussion

HEK-293 cells were cultivated in a perfusion bioreactor at various flow rates
and were infected at different cell concentrations to study the effects of these

parameters on product yield.

Culture Productivity

Figure 6.1 presents the production results in terms of maximum volumetric and
specific productivities. For the three experiments conducted with the same
perfusion rate, a reduced cell specific productivity is observed at increasing
infection cell densities. This “cell density effect” (Nadeau et Kamen 2003) is
believed to be caused by factors such as nutrient limitation or the presence of
metabolic waste inhibitors. This is further supported by the data from Figure
6.1; by increasing the perfusion rate from 0.5 to 1 vol/d, the cell concentration at

infection can be doubled from 2x10¢ to 4x10¢ cells/mL without impairing the
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cell specific productivity. In turn, this resulted in a two-fold increase in
volumetric productivity. To determine how these results are related to the
metabolism of the cells, the kinetics of nutrient consumption and metabolite

production were evaluated for four experiments.

Specific Uptake/Production Rates

Table 6-2 and Table 6-3 show the specific consumption and production rates
prior and post-infection, respectively. To account for possible measurements
error (i.e. non representative sample), each value listed in the tables is the
average of two or three measurements taken over a short period (< 12 h) prior

to infection.
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Figure 6.1 Adenovirus production in perfusion cultures.

Under a similar feeding regime, a reduction in cell specific productivity is
observed for increasing cell density at infection. As seen from the last two
experiments, increasing the perfusion rate allows to maintain the specific yield

for an infection at a higher cell density.
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During the course of a culture, the specific uptake rates were generally found to
decrease with increasing cell densities (data not shown) and was correlated to
reduced residual nutrient concentrations in the cultures. For hybridoma cells, it
has been observed that the specific glucose consumption increases with higher
residual concentrations (Portner et Schafer 1996). Poriner et al. (1994) have
established a relationship between viable cell concentration and the specific
uptake rate. The decline of cell specific substrate uptake and metabolite
production rate during exponential growth was hypothesised to be due to
autocrine components. This is also seen when comparing the rates between
experiment #1 and #2. Although they were run with a similar perfusion rate, in
the latter the cells were infected at a higher cell density (5.8x10 cells/mL) and
reduced uptake rates were observed for glucose, glutamine and most of the
essential amino acids. The specific oxygen uptake rate was also significantly
lower at the time of infection compared to experiment #1. On the other hand,
experiments #3 and #4 present similar values for most of the kinetic rates even

though the feed rates and cell density at infection were different.

The observed differences between the cultures are not reflected in the growth
rate values (Table 6-3), which remained similar for all the cultures. However,

the above results suggest that the cell specific productivity of a culture cell is
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largely dictated by the metabolism of the cells at the time of infection.
Moreover, cells infected at a higher concentration can be driven towards a
similar metabolism by manipulating the perfusion rate so as to maintain similar

uptake /production rates.

To better understand the effects of the different substrate consumption profiles
(Table 6-2 and Table 6-3), we have employed metabolic flux analysis to assess
any underlying changes in cell metabolism that may explain the observed
differences in production yields. Intracellular flux analysis is useful for
evaluating the effects on cell metabolism of environmental factors which are
determined by the operating conditions. In turn, this may eventually help to

choose an appropriate feeding regime and design a control strategy.
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Table 6-2 Average measured production/uptake rates prior to infection for
different operating conditions (values in mmol/100 cells. h, negative rates
signify consumption)

Expi] Exp#2 Exp#3 Exp#4
Cell density 2.4x10¢ cells/mL 5.8x10¢6 cells/mL | 2.1x106 cells/mL | 4x10° cells/mL
Perfusion rate 2vol/d 2vol/d 0.5vol/ad 1vol/d
Growth rate 0.026 b1 0.025 n» 0.028 n” 0.028 v
Glucose 176 + 035 01+ 0.21 q44 = 04| a7i * 01
Tactate 37 % 12 148 + 0.07 33 15| 261 + 025
Serine 015 + 003 | 0072 = 0008 | -0120 = 0006 | -012 =+ 001
Glycine 006 =+ 002 00047 =  0.0003 0.01 + 001] 003 =+ 0007
Alanine 013 + 003 0037 £ 0.007 011+ 003 010 = o001
Aspartate 0072 + 0008 | -0.040 £ 0001 | -0.068 = 0003 | -0.080 +  0.009
Asparagine 0005 = 3ed | 0002 + 0001 -0.002 = 0002 0003 +  0.000
Glutamine 029 = 009 019 0.04 030 + 003 | 034 =+ 004
Clutamate 007 = 003 0022 = 0.006 005 =+ 00z| 008 + 001
Thréomine* 0017 = 0009 002 =+ 001 | -0020 + 0004| -003 + 0003
Phénylalaline | 0014 % 0004 | -0016 = 0005 | -0024 % 0002 | -0.021 =+ 0002
Tyrosine 0009 + 0002 | -0.013 =+  0005| -0019 + 0001] -0018 + 0002
Valine* 005 # 001 ] -0.040 = 0008 | -0.059 =+ 0002 -0061 £ 0007
Méthionine 0017 + 0003 | 0013 + 0601 | -0044 + 0004 | 0017 =+  0.001
Arginjne -0.08 + 0.02 -0.050 = 0.006 -0.063 + 0002 | -0.058 <« 0.006
Histidine* 0008 & 0000 0009 & 0002 | 001z £ 0001 | 0012 % 0001
Lysme* -0.044 = 0.008 -0.035 = 0.005 0.053 + 0004 -0.047 £ 0.004
Leucine” 006 + 001 | 0035 +  0006] -0067 + 0006 -0.067 *  0.006
Tsoleucine” 007 & 002 0043 + 0009 | 0065 + 0006| 0072 +  0.009
Proline 007 £ 001 005 % 002 | 0045 <+ G008 | 0.0430 =+ 0.0001
NH3 025 = 0.10 013 = 0.03 011 =+ 002] 016 * 003
Oz -214  * .37 -1.64 & 0.04 -1.87 0.03 -1.73 % 0.08
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Table 6-3 Average measured production/uptake rates post-infection for
different operating conditions (values in mmol/10% cells. h, negative rates
signify consumption)

Exp#1 Exp#2 Exp#3 Exp#4

Cell density 2.4x10¢ cells/mL 5.8x106 cells/mL | 2.1x106 cells/mL 4x10¢6 cells/mL
Perfusion rate 2wvol/d 2vol/d 0.5 vol/d 1vol/d
Clucose 292 % 0.75 6 = 06| -28 = 015 248 % 0.4
Lactate 36 % 0.3 196 =+ 0.6 54 + 0.9 i3 1 16
Serine 016 0.01 | 008 = 001 | -0.118 =+ 0008 010 = 001
G]ycine 0.039 + 0.003 -0.005 % 0.006 0.02 =% 0.03 0012 + 0.0001
Alanine 0.146 = 0.006 008 + 002| 017 + 003 013 & 003
Aspartate 0086 + 0006 | -0.050 * 0006 | -0.086 +  0.001 0067 +  0.009
Asparagine 0004 = 0003 | -0.001 + 00004 | 0001 + 0006 | -0.0015 % 5E-05
Glutamine 0391 & 0015 | 028 % 008 -036 * 015 038 = 005
Glutamate 009 t 0.01 003 + 002 006 = 002 0073 =  0.006
Thréonine* -0.030 =+ 0.001 -0.03% =+ 0.015 .03 =+ 0.03 -0.028 =+ 0.001
Phénylalaline | 0022 & 00002 | 0024 = 0007 -0.02 = 001 0024 = 0005
Tyrosine 0019 + 0001 | 0021 = 0007 | -002 * 001 | -0019 % 0001
Valine® -0.063 =+ 0.007 0.05 % 0.01 0.06 =+ 0.02 -0.057 + 0.008
Méthionine 0022 =+ 0001 | -0015 % 0002 | -0021 + 0002 | -0018 =+ 0002
Arginine 0094 = 0008 | -0064 + 0015| -008 * 002 | -0.063 = 0.004
Histidine” 0014 + 0001 | -0.013 + 0004 | 0013 x 0007 | -0015 # 0.005
Lysine* -0.050° £ 0.007 0.042 * 0.007 405 =+ 0.01 -0.045 + 0.009
Leucine® -0.073 % 0.006 004 £ 0.01 007 % 0.02 -0.064 =+ 0.009
Tsoleucine™ 20071 = 0008 005 +  001] -0.06 *  002] 0059 =+  0.007
Proline 0.09 = 0.02 0.04 = 001| 009 = 005 0067 %  0.001
NH2 027 « 0.02 0.20 =+ 0.06 022 + 0.04 0.28 + 0.09
o2 28 £ 0.2 1.2 * 0.3 -2.32 % 0.18 -2.08 % 0.05




139

Data consistency

Each data set used for flux analysis was tested using the consistency test
function as described in the materials and methods. Consistency indices (h)
were calculated using elemental balances on carbon and nitrogen and the values
obtained are reported in Table 6-4. At a confidence level of 90 %, the test
function h is always lower than the x2 distribution. Therefore, we can conclude
that all the data sets are consistent with the presumed biochemistry and
unlikely to contain gross measurement errors. The residuals from the carbon
and nitrogen balances are also reported in Table 6-4. Though relatively small,
we note that the residuals of the nitrogen balance are always positively biased
post infection. Thus, the consumption of one or some N-containing metabolites
is underestimated or the production rate of some metabolites is overestimated.
From Table 6-4, we also observed higher residuals for the carbon balances
because C-containing metabolites, such as glucose, CO; and lactate, account for

the largest consumption/production rates.
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Table 6-4 Calculated consistency index values. Values lower than the 2
distribution value (90 % confidence interval, 2 degrees of freedom) indicate that

the data set was consistent.

Consistency x2 N residual | Cresidual | Conclusion
index {(h)
Exp #1 Growth 0.26 4.61 -0.014 -0.23 Pass
Infection 2.7 4.61 0.07 0.63 Pass
Exp #2 Growth 0.16 4.61 -0.009 0.03 Pass
Infection 1.9 4.61 0.06 0.48 Pass
Exp #3 Growth 0.22 4.61 -0.01 -0.25 Pass
Infection 2.4 4.61 0.1 0.18 Pass
Exp #4 Growth 1.95 4.61 -0.007 0.16 Pass
Infection 2.7 4.61 0.09 0.32 Pass

Metabolic flux analysis

The intracellular fluxes were evaluated from the measured rates for each
experiment (Table 6-2 and Table 6-3). The results are summarised in Table 6-5.
The relative errors of the computed flux were generally similar to the

measurements errors.

Glycolysis
The main glycolytic fluxes are presented in Figure 6.2. The conversion of

glucose to pyruvate is essentially a function of the residual glucose
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concentrations. As a result, the experiment with the lowest cell concentration
and the highest perfusion rate had a glucose concentration of 20 mM and
exhibits the largest glycolytic flux. Conversely, the concentration of glucose in
the second experiment dropped to 14 mM at the time of infection and the flux
from glucose to pyruvate was the lowest. From Figure 6.2, we also observe that
the fraction of pyruvate converted into lactate seems to decrease as the cell
concentration increases (Experiments #2 and #4). A reduction in the molar ratio
of lactate/glucose has been reported previously for the same cell line in batch
and fed-batch cultures using different media (Nadeau et al. 2002; Siegwart et al.
1999) and for several hybridoma cells (Poriner et Schafer 1996). Such variations
in the yield coefficient of lactate from glucose were linked fo glucose and/or
glutamine concentrations. Taken together, these results indicate that at higher

cell concentrations, cells present a more efficient metabolism.

Only a relatively small portion of the pyruvate pool is oxidized in the TCA
cycle. Interestingly, the flux of pyruvate entering the TCA cycle remains
relatively unchanged despite the different culture and experimental conditions

and the resulting distinct production yields.
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Table 6-5 Calculated intracellular fluxes prior to infection {(mmol/10% cells.h).

Reaction Exp#l Exp#2 Exp#3 Exp#4d

1 186 + 031 i04 + 005 154 £ 036 171 & 0.10

2 191 + 03] 103+ 0.05 159 + 0.36 167 & 0.10

3 384 + (.61 206 + 010 320 + 072 333 & 0.21

4 331+ 062 147 + 0.07 277 £ 072 2.65 + 0.20

5 083 + 017 0.69 = 005 0.66 + 0.05 071 % 0.06

6 0.070 £ 0.018 0.024 + 0.01 0.068 + 0.016 0.072 + 0.011
7 -0.027  + 0.017 -0.006 = 0.01 -0.026  + 0.016 0.019 0.014
8 0.077 + 0.061 0.043 =+ 0.031 0.031  + 0.028 0.092 = 0.029
9 0.057 = 0.01 0.039 =+ 0.009 0.065 + 0.009 0.061 + 0.009
10 0.175 = 0.052 0.045 + 0.040 0.207 + 0.039 0.032 + 0.039
11 0.033 + 0.010 0018 + 0.010 0.046 * 0.010 0.036 =+ 0.010
12 0.032 = 0014 0.042 + 0.016 0.022 + 0.012 0.034 + 0.009
13 -0.046 + 0014 -0.015 + 0.007 -0.041 + 0.009 -0.047 =+ 0.007
14 006 + 002 0.03 + 0.01 0.05 + 0.02 0.06 + 0.01

15 0.008 + 0.006 -0.006  + 0.006 0.007  + 0.006 -0.014 + 0.006
16 0.000 + 0015 0.004 + 0.013 0.000 =+ 0.015 0.006 =+ 0.013
17 033 + 012 0.248 + 0078 0444 + 0.08 0425 + 0.072
18 0.107  + 0.039 0.045 =+ 0.019 0.027 + 0.019 0.048 + 0.019
19 0.000  + 0.016 0.000 * 0.011 0.000 + 0.011 0.000 + 0.011
20 0.001 =+ 0.018 0.000 + 0.012 0.005 + 0.012 0.000 =+ 0.012
21 003 = 0.02 0.010 + 0013 0.033 =+ 0.011 0.008 =+ 0.013
22 0.057 + 0.015 0.028 + 0.016 0.036 + 0.011 0.027  + 0.011
23 0.001 + 6.015 0004 + 0.013 0.016 + 0.010 0.000  + 0.012
24 0.020 £+ 0.010 0.011 + 0.010 0.047 + 0011 0.012 =+ 0.01

25 0.001 = 0.011 0000 =+ 0.011 0.003 + 0.010 0.000 =+ 0.01

26 0.000 £ 0015 0.000 + 0.015 0.006 =+ 0.014 0.000 =+ 0.014
27 0.000 =+ 0.019 0.000 =+ 0.011 0.000 £ 0.009 0.000 + 0.01

28 0.000 + 0.01 0.000 + 0.01 0.000 =+ 0.01 0.000 = 0.01

29 087 + 0.16 0.697 + 0.035 0727 + 0.030 0.718 + 0.043
30 090 + 016 0695 + 0.032 0752 + 0025 0.708 + 0.041
31 099 =+ 017 0739 + 0039 0.851 + 0.034 0.802 =+ 0.047
32 106 + 0.6 0.765 + 0.036 0.967 + 0.032 0.818 =+ 0.045
33 112+ 016 0.796- + 0.039 1.040 + 0.035 0.861 = 0.047
34 094 + 016 0743 = 0.034 0.829 + 0.029 0.800 =+ 0.044
35 424 + 074 328 + 012 369 + 0.09 346 % 0.17

36 058 + 018 0613 + 0.066 0.399 =+ 0.064 0.655 + 0.069
37 0.026 + 0.026 0.019 + 0.022 0.067 =+ 0.023 0.030  + 0.023
38 0.097 + 0.061 0.056 + 0.031 0.060 =+ 0.028 0.120 =+ 0.028
3B 0.023 £ 0.01 0.009 + 0.009 0.022 + 0.01 0.026 =+ 0.009
40 0.084 + 0.027 0.047 + 0.024 0116 + 0.025 0.079 =+ 0.025
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The fraction of consumed glucose entering the Krebs cycle increased in
experiment #2. This apparent shift to a more efficient metabolism may serve to
compensate for the reduction in glucose uptake (Xie et Wang 1996a). In the
literature, variations in this flux were sometimes associated with observed
differences in growth rates. By investigating steady-state multiplicity in
continuous culture of hybridoma cells, (Follstad et al. 1999) have shown that, as
the growth rate decreases, more pyruvate flows into the Krebs cycle leading to
an increase of 10 to 30 % in the TCA cycle activity. In studies on the same
hybridoma cell line, the flux of pyruvate in the Krebs cycle was found to drop to
zero under oxygen-limited conditions (Zupke et al. 1995). However, from Table
6-2, we can see that the growth rates remained fairly similar in all four
experiments. It has been reported that cells can proliferate at the same growth
rate under different metabolic states (reduced lactate/glucose molar ratios)

(Europa et al. 2000).



144

0.5 S U S
- CGictoPyr !
. mPyrtolac
PR © mPprroTCA | TE T
=2
g
03— - e
)
=
£
g 0.2
=
5
B
0.1 b
0

Exp #1 ) Exp#2 Exp #3 Exp #4

2 vol/d 2 volfd 0.5 volid 1 voldd
24x16° celis/mi - 58xiC celis/mb  2.1x10° cells/mi £x10°
$9.600 VP/celt 3 800 VP/oell 9200 VP/cell 11 300 VP/cell

Figure 6.2 Glycolytic fluxes.

Fluxes from glucose to pyruvate, pyruvate to lactate and pyruvate to acetyl-
CoA before infection are shown. The perfusion rate, cell density at infection and

specific productivity are also indicated.

Glutaminolysis and amino acids utilisation

As a nitrogen and carbon source, glutamine is implicated in a number of
biosynthesis reactions. It can also contribute to maintain the carbon flux in the
TCA cycle and serve as an energy substrate. The majority of the glutamine
carbon skeleton enters the TCA cycle following conversion into c-ketoglutarate

by glutamate dehydrogenase or aminotransferase. The relative contribution of
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glutamine to cellular energy has been reported to be between 30 and 98 %

depending on the cell line and substrate concentrations (Fitzpatrick, 1993).

As for glucose, glutamine uptake rates also correlated with its residual
concentrations in the bioreactor. Moreover, all the glutamine transformed into
glutamate is further converted to o-ketoglutarate as shown in Figure 6.3.
Considering the relative errors involved, the glutaminolytic fluxes were fairly
similar for the three productive infections. Experiment #2, which had low yield,

exhibited a reduced conversion of glutamate into the TCA cycle.

Hybridoma cells with an excess of glucose and glutamine mainly metabolize
glutamine via the transamination pathway. Previous studies have demonstrated
that the flux through glutamate dehydrogenase is negligible or even slightly
reversed to prevent the accumulation of ammonia in cultures operated at low
dissolved oxygen (Zupke et al. 1995) and ammonia-stressed cultures (Bonarius
2000; Bonarius et al. 1996; Bonarius et al. 1998; Jenkins et al. 1992). Only cultures
deprived of glucose showed increased glutaminase and glutamate
dehydrogenase activity (Martinelle et al. 1998). The glutamate dehydrogenase

pathway was not considered in the model and the flux shown in Figure 6.3



146

corresponds to the conversion of glutamate via alanine aminotransferase and

aspartate aminotransferase.

In animal cells, amino acids are both used for energy generation and
biosynthesis. Others such as alanine, glycine and proline are normally produced
by the cells. As a result of the low measured rates (Table 6-2), calculated fluxes
of amino acids degradation and production were generally relatively small
(Table 6-5). ). It appears that some amino acids like threonine, phenylalanine,
lysine, arginine and histidine were almost exclusively used for protein

synthesis.

Essential amino acids are also mainly used for protein synthesis, but some can
participate in energy production when excess amounts are present in the culture
(Xie et Wang 1996a). The sum of all essential amino acid fluxes are presented in
Figure 6.3 A slight reduction is observed for the experiments at high cell density

(experiments #2 and #4), likely due to lower concentrations in the culture.

Alanine constitutes one of the main overflow metabolites of glutaminolysis and
glycolysis. Increased secretion rates (Table 6-5, reaction 6) were measured for

the three productive experiments in comparison to the second run.
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Figure 6.3 Glutaminolytic fluxes.

The net conversion from glutamine to glutamate, glutamate to o-ketoglutarate

and the fluxes of essential aminge acids are shown.

TCA activity

Figure 6.4 shows the average TCA cycle fluxes (reactions 29 to 34). As expected,
the rates of pyruvate entering the Krebs cycle were quite similar with only small
differences observed in TCA activity. The differences are due to the minor
contribution of glutamine and other amino acids, which were greater in the first
experiment and less in the second. Flux analysis on hybridoma cells have
revealed notable increase in TCA cycle activity when the growth rate is
significantly decreased (Follstad et al. 1999). Similarly, by controlling glucose at

low levels, Europa ef al. (2000) have reported a 90 % reduction in Krebs cycle
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fluxes for hybridoma cells with an altered metabolism resulting in increased
antibody production. However, a similar approach tested on HEK-293 cells
have not led to significant differences in terms of growth rate and respiration
(Siegwart et al. 1999). In our experiments, the growth rates were similar and the
concentrations of glucose in the culture were never limiting. Despite the
changes in consumption rates in relation with nutrient availability , the
oxidative capacity appears saturated or well-regulated and any excess in

substrate is diverted to waste production (ammonia, alanine, lactate, etc...)
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Figure 6.4. Krebs cycle fluxes.

The values shown correspond to an average of the calculated fluxes of reaction

30 to 35in table L.

ATP production rate estimation
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ATP is the driving force for the majority of biochemical reactions. Energy is
needed for protein, lipid, RNA, DNA and polysaccharide synthesis and
transport gradient processes. It is simultaneously consumed and produced by
several pathways which makes the determination of the rate of ATP production
very challenging. Estimation of ATP production has mostly been based on
lactate production and oxygen consumption rates (Xie et Wang 1996b). Here, an
estimate of the ATP production rate is obtained based on a comprehensive
metabolic model (Figure 6.5). The ATP produced from glycolysis and TCA cycle
were computed from flux estimates, assuming that FADH, oxidation produces 2

ATP while NADH/NADPH produces 3 ATP.
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Figure 6.5 Estimated ATP production rate.
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In all cases, the TCA cycle provided the majority of the energy (70 %). The
glycolytic pathway contributed to 20 % of the total amount produced and the
catabolism of amino acids accounted for about 10 %. This concurs with the work
of Xie and Wang (Xie et Wang 1996b) on a hybridoma cell line. Using a
stoichiometric network, they estimated that the TCA cycle contributed to the
majority of ATP production (60 %), while the amount formed by amino acids

accounted for less than 10 %.

The experiment performed at low cell density and high media renewal rate was
characterized by greater glycolytic fluxes and a slightly higher TCA activity.
This translated into a more elevated ATP production compared to the
experiment performed at high cell density. Experiments #3 and #4 had similar
rates, which shows that cultures operated at different cell concentrations can
present similar physiological state when the feed rate is adjusted so as to
maintain the same availability of nutrients and removal of waste. Because ATP
is the primary energy source in the cell, it is reasonable fo assume that
fluctuations in the estimated ATP rate will affect the behaviour of the cell’s
metabolism. Higher specific ATP production have been linked to increased
antibody production by hybridoma cells under high osmotic pressure (Lin et al.

1999). Enhanced productivities were also noted for cells exposed to 100 nM
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rapamycin and this was correlated with increased glucose uptake rate, carbon
flux through the TCA cycle and increased production of ATP (Balcarcel et Clark
2003). In studying the effect of different media on the production of viral
vectors, Nadeau et al. (2002) have‘ noted increased production correlated with
higher ATP fluxes. Although the observed differences are relatively small
between the experiments, the same trend is apparent in our data and is

intimately linked to the changes in nutrient uptake.

These results tend to suggest that the cell physiological state at the time of
infection dictate, at least in part, the productivity of a culture. In the next
section, we extend our analysis by examining the data gathered from the same

experiments post-infection.

tabolic fluxes analysis post-infection

Upon infection, several important physiological changes will occur. Among the
most important ones, increase in cell mass and size, as well as an increase in
protein and DNA contents are noted. These modifications were included in the

modeling framework developed by Nadeau et al. (2000a) to characterize the
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metabolism of cells grown and infected in different medium or with different
fed-batch strategies (Nadeau et al. 2002; Nadeau et al. 2000b). Following the
same methodology, we evaluate here the potential of flux analysis to highlight

the metabolic changes indicative of a productive infection.

For each experiment, the fluxes were evaluated when the maximum oxygen
uptake rate was achieved (at circa 20 to 30 hours post-infection) and the resulis

are presented in Table 6-6

Elevated glucose uptake rate and concomitant higher lactate production rates
have been commonly reported following infection (Garnier et al. 1994; Iyer et al.
1999; Nadeau et al. 2002; Singhvi et al. 1996; Xie ef al. 2002a). A significant
increase in glycolytic fluxes was observed in all four experiments. As such, this
provides an indication that the infection is occurring, but can not be correlated
with the final product yield. However, all the productive infections showed an
increase in the pyruvate flux entering the TCA cycle, whereas this flux was
reduced in the second experiment, which was characterized by low

productivities (Figure 6.6). This point will be further discussed later.
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Figure 6.6 Glycolytic fluxes post-infection and their percentage of variation

compared with the values obtained prior to infection.



Table 6-6 Calculated infracellular fluxes post-infection (mmol/10% cells.h)

Reaction Exp#l Exp#2 Exp#3 Hxp#d
1 271 % 0.29 143 = 0.15 2.79 « 0.34 249 % 0.28
2 261 % 0.29 136 £ 0.15 279 =+ 0.34 248 =+ 0.28
3 517 =+ 0.57 2.68 + 0.31 557 + 0.68 494 0.57
4 391 # 0.57 2313 + .30 470 = 0.68 424 =+ 0.57
5 1.23  + 0.18 051 % 0.09 0.98 = 0.16 0.84 = 0.14
6 0.086 £+ 0.013 0.052 = 0010 0.099 £ 0014 0.673 =+ 0.013
7 0.018 =  0.014 | -0.007 % 0013 | -0.034 + 0015} -0.025 + 0.014
8 0124 + 0.036 0.087 +  0.028 0049 £ 0033 0119 +  0.034
9 0.076 =+ 0.009 0.052 + 0.009 0.061 =+ 0.009 0.068 +  0.009
10 0055 + 0041 -0.051 + 0038] 0075 + 0040 | 0078 +  0.041
i1 0.030 = 0.010 0.024 = 0.010 0.028 =  0.010 0.040 =  0.010
12 0.058 =+ 0.014 0.037 =+ 0.010 0.067 = 0.014 0035 + - 0.012
13 -0.037 =+ 0.008 | -0.013 = 0.007 { -0.024 + 0007 -0.014 =+ 0.007
14 0.07 + 0.02 0.04 =+ 0.04 0.07 + 0.004 0.06 = 0010
15 -0.033 + 0006 | -0024 =+ 0006 | -0.007 = 0.006 | -0.011 =  0.006
16 0.011 * 0.014 0.011 + 0.013 0.000 = 0.014 0.000 + 0.013
17 0165 = 0.089 0.155 =+ 0.070 | -0.001 & 0.086 0.021 + 0.083
18 0111 + 0025 0.058 =+ 0.019 0.094 + 06022 0.086 =+  0.021
19 0.000 + 0.012 0.000 =+ 0.011 0.000 =+ 0.012 0.000 = 0.012
20 0000 = 0014 0.000 + 0.012 0.023 =+ 0.014 0.004 + 0013
21 0.000 *+ 0.013 0.000 =+ 0.012 0.010 =+ 0.012 0.000 + 0.012
22 0.028 +  0.011 0.033 =+ 0.011 0.032  + 0.011 0.050 =+ 0.011
23 0.000 =  0.012 0.000 +  0.012 0.004 =+  0.012 0.000 = 0.012
24 0.014 + 0.010 0.009 = 0.010 0021 +  0.010 0.018 =  0.010
25 0.000 =+ 0.010 0.000 =+  0.010 0.003 =+ 0.010 0.002 + 0.010
26 0.000 = 0.014 0.000 =+ 0.014 0.000 =+ 0.014 0.000 + 0.014
27 0.000 = 0.013 0.006 = 0.011 0.000 =+ 0.012 0000 =+ - 0011
28 0.000 + 0.010 0.000 =+ 0.010 0.000 +  0.010 0.000 = 0.010
29 122 + 0.18 0501 < 0.079 1.06 + 0.15 0.80 =+ 0.14
30 119 =+ 0.18 0472 + 0.078 1.07 =+ 0.15 086 =+ 0.14
31 127 =+ 0.181 0545 =+ 0.081 112+ 0.15 0.99 =+ 0.14
32 126 0.18 0538 =+ 0.086 116+ 0.15 102 + 0.14
33 136+ 0.18 0563 * 0.082 121+ 0.15 1.07 & 0.14
34 130 + 0.18 0.580 = 0.079 110 =+ 0.15 0.97 = 0.14
35 565 + 0.83 237 =+ 0.36 487 + 0.70 415 + 0.63
36 127 * 0.19 0.53% =+ 0.095 0.87 + 0.i6 072 =+ 0.15
37 0.006 =+ 0.024 0.026 =% 0.022 0.0006 =+ 0.024 0051 +  0.023
38 0.160  + 0.036 0113 =+ 0.027 0.074 + 0.033 0160 &  ©6.034
39 0033 =+ 0.009 3.021 = 0.009 0.033 + 0.009 0.024 +  0.009
40 0.065  + 0.026 0.068 £ 0.024 0.044 =+ 0.026 0113 £  0.025
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No significant differences can be discerned for glutamine or other amino acids
utilisation between the four experiments (Figure 6.7). The calculated fluxes
remained relatively low and the variations between pre- and post-infection
values were within the range of error. This is in agreement with previous work
on the same cell line (Nadeau et al. 2002) and is also similar to the kinetics
obtained on infected PERC.6 cells (Xie et al. 2002a), another human cell line

used for production of adenoviral vectors.
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Figure 6.7 Glutaminolytic and amino acids fluxes post-infection

As shown in Figure 6.8, TCA activity was greatly enhanced in the three
productive infections. Higher fluxes in the Krebs cycle are consistent with the

commonly reported increase in specific oxygen uptake rate following infection
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(Garnier et al. 1994; Kussow et al. 1995). Such an increase can be related in part
to the augmentation in cell size and mass, but may also serve to fulfill the
increase energy requirements of the infectious process. In contrast, the TCA
activity was not maintained in the second experiment and a poor specific
productivity was achieved. These results suggest that, to assess the success of an

infection, respiration may be the most critical process variable to monitor.

The aforementioned points are further illustrated in Figure 6.9 showing the
predicted ATP production rate post-infection. In all but the second experiment,
the total ATP flux is increased. As such, the estimated ATP production rate

provides a good indication of the overall metabolic activity of the cells.
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Figure 6.8 Krebs cycle fluxes post-infection and their percentage of variation

compared with the values obtained prior to infection.
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6.2.5 Conclusion

The factors limiting the productivity of cultures infected at high cell densities
have not been elucidated to date. Therefore, it is of critical importance to
maintain the cells in a desirable state before proceeding with an infection to
ensure a good productivity. Using metabolic flux analysis to obtain the
distribution of intracellular rates, we have established that productive infections
are obtained when cells are infected in a state characterized by elevated
glycolytic and TCA fluxes. We have also shown that the estimated ATP
production rate constituted a good indicator reflecting the general metabolic
activity of the cells. High yield cultures also showed increased Krebs cycle
fluxes post-infection, which confirms the importance of monitoring the oxygen
uptake rate to assess the quality of an infection. Taken together, the results
demonstrate that the cell physiological state dictate, at least in part, the
productivity of an infected culture. Our results also suggest that cultures
operated at different cell densities can be kept in a desirable state by adjusting
the feed rate to maintain similar levels of nutrient and waste metabolites inside

the bioreactor. This may serve as a basis for the design of a robust and efficient
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process control strategy; on-line physiological state estimation would greatly
ease the determination of an appropriate time for cell infection so as to

maximise the volumetric productivity.
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6.3 Résultats complémentaires

Dans cette section, on rapporte les résultats de I'analyse des flux métaboliques
de cultures qui n'ont pas été présentés dans larticle « HEK-293 cells
Physiological state as a determinant of adenoviral vector productivity in

perfusion cultures » (Chapitre 6:). Le



Tableau 6-7 résume les principales conditions opératoires des différentes

expériences ainsi que la productivité atteinte par ces cultures.

Tableau 6-7 Expériences supplémentaires

Expérience | Densité a Taux de Taux Productivité
Linfection | PEFUSION | 4o croissance (VP/cell)
(cellules/mL) | (vol/j) (h't)
#1 2.6x10¢ 3 0.028 15 900
#2 4x106 0.5 0.03 3000
#3 4x106 2 0.02 6 800

L'expérience #1 a été effectuée avec un taux de perfusion élevé et une densité
cellulaire a l'infection relativement faible. En revanche, I'expérience 2 était en
situation de limitation puisqu’infectée & haute densité et opérée a un faible taux
de perfusion. Pour l'expérience #3, la méme concentration & l'infection a été
fixée, mais le taux de perfusion a été augmenté de fagon & surmonter les
limitations nutritionnelles. Toutefois, pour une raison inconnue, les cellules ont
présenté un taux de croissance significativement réduit au cours de cette

expérience.
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A la lumiére des figures présentées dans les pages suivantes, on constate que les
tendances évoquées dans les chapitres précédents se confirment. A haute
densité cellulaire (expérience #2), les flux sont généralement plus faibles et
n‘augmentent pas ou peu durant l'infection, ce qui se traduit par une
productivité spécifique trés faible. Fait a noter, les flux calculés pour
Vexpérience #1 sont généralement moins précis du fait du taux de perfusion
élevé qui augmente lincertitude de mesure, particuliérement pour la
détermination du taux de consommation d’oxygéne. Finalement, la baisse
marquée du taux de croissance au cours de 'expérience #3 se traduit par une
réduction significative de lactivité métabolique des cellules durant la
croissance. Ainsi, les flux glycolytiques et dans le cycle de Krebs étaient
relativement faibles au moment de l'infection. Cependant, du fait du taux de
perfusion plus élevé, cela donne quand méme lieu a une meilleure production

que pour l'expérience #2.
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Les résultats présentés dans les chapitres précédents ont permis d’établir que la
performance des cultures est fortement tributaire de 1'état physiologique des
cellules. Il a également été démontré qu’on peut caractériser cet état par le biais
du calcul des flux métaboliques. Cependant, ce type d’analyse est presque
toujours employé a posteriori pour étudier les effets des conditions opératoires
sur le métabolisme des cellules. Dans le but de permettre une optimisation
rapide et éventuellement un meilleur contréle des cultures, ce chapitre présente

une approche permettant d’estimer en-ligne 1'état physiologique des cellules.

7.1 Estimation en-ligne des flux métaboliques

L’analyse des flux métaboliques repose essentiellement sur le modéle
métabolique et sur les taux spécifiques de consommation et de production. Ces
derniers sont évalués a partir des mesures de concentrations des nutriments ou

des métabolites effectuées a chaque prise d’échantillon. L'erreur sur les flux
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intracellulaires calculés étant directement liée & ['erreur sur les taux de
consommation et de production, il est donc primordial d’obtenir de bons

estimés pour ces taux. Cette tdche est compliguée pour plusieurs raisons

e Les données disponibles en ligne sont généralement peu nombreuses.

e Les mesures sont bruitées, une caractéristique inhérente aux systemes
biologiques

e Les parameétres a estimer fluctuent dans le temps, en fonction des

conditions environnementales dans le bioréacteur

La stratégie illustrée dans la Figure 7.1 a été employ¢ée.



174

Mesures
N | ] .
Compte ) Capacitance | | Analyse des gaz Concentrations
i\celiu]a%re j pacta J y5e & | des substrats/métabolites ;
. /
F 3
k4
Estimation du taux | v A 2
de croissance Estimation des taux
Composition spécifigues de
cellulaire production/consommation
R !
Taux de biosynthésej
Détection d’erreurs

de mesure J

Modele
métabolique

Profil de distribution
des flux
intracellulaires

Figure 7.1 Approche pour I'estimation en ligne des flux métaboliques

Les taux spécifiques de consommation de nutriments ou de production de
métabolites sont estimés a partir de mesures de concentrations journalieres. Les

taux biosynthétiques sont évalués en assumant une composition cellulaire fixe
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et & partir d'un estimé du taux de croissance. Ce dernier est obtenu a partir
d’une mesure en ligne de la capacitance et de comptes cellulaires au microscope.
Les taux spécifiques ainsi générés sont préalablement testés pour la présence
d’erreur grossiére de mesure avant d’éire utilisés en conjonction avec le modele

métabolique pour le calcul des flux intracellulaires. Les algorithmes utilisés

pour les procédures d’estimation sont détaillés dans les sections suivantes.

7.2 Estimation des taux spécifiques de consommation et de

production

Dans cette section, trois techniques d’estimation des taux spécifiques sont
présentées : une méthode utilisant un estimateur-observateur, une méthode de
moindres carrés récursifs et, enfin, la version « continue-discréte» du filtre
étendu de Kalman. Aprés développement des algorithmes de calcul, leurs
performances sont comparées sur des données simulées, puis sur des données

expérimentales.

Tel qu'évoqué dans la revue de la littérature, il n’existe pas de modele

suffisamment général pour décrire les taux de consommation ou de production
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en fonction de variables simples telles les concentrations ou le taux de
croissance. Pour cette raison, dans ce travail aucune relation fonctionnelle n'est
assumée, C'est a dire que les taux cinétiques sont uniquement basés sur les
équations de bilan de matiére spécifique & un bioréacteur opérant en mode

perfusion.

7.2.1 Estimateur-observateur

Suivant la démarche décrite dans Bastin et Dochain (1990), un estimateur-
observateur pour le taux spécifique de consommation a partir d'une mesure de

la concentration du nutriment peut s’écrire :

s . .
?it—qu-i—D(Sm—S)—a)(S—S)

dg _ 2
- Xy(S S)
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La premiére équation de l'estimateur correspond au bilan de matiere sur un
nutriment auquel est greffé un terme de correction, proportionnel a I'écart entre
les concentrations mesurées et prédites. La seconde équation permet de mettre 2
jour l'estimé du taux spécifique et comporte 'erreur d’observation multipliée

par un parameétre de réglage et un régresseur.

Pour cet estimateur, les dynamiques de I'erreur satisfont les relations suivantes :

alls 9 afel e T

dt

Les fonctions @ et Y peuvent étre obtenues a partir des valeurs propres du
systéme. Pour garantir la stabilité du systeme, les valeurs propres doivent étre
négatives. En outre, si on choisit des valeurs propres identiques, on obtient les

relations suivantes :
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Le choix de valeurs propres identiques procure un double avantage : d'une part,
cela simplifie le calcul des fonctions ® et vy, d'autre part, le réglage de

'observateur se réduit a I'ajustement d"un seul parametre.

Pour l'implantation, la version discrétisée du systeme est employée. En

appliquant une approximation d’Euler (1 ordre), on obtient:

~

S

t+1

=3 +AZ[Q,X, +D,(Sin=S5,)- (8,5, )]

ol1 At est la période d’échantillonnage.

Pour la forme discrétisée, il importe de déterminer l'intervalle de stabilité.

L'erreur est donnée par :

{e,ﬁ]_[i—i-w,m X,Afﬂe,w 0 ]
P }’,X,Al‘ 1 pr_i E_Qtﬂ—%
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Les valeurs propres du systeme discret sont alors données par:
A, =1+ At

L’'observateur est stable si les valeurs propres sont contenues dans le cercle

unitaire. Les conditions de stabilité sont donc:

1+ Aar<1 = ;2</1<0
At

Le choix d'une valeur appropriée pour le parameétre de réglage A est un

compromis entre la vitesse de convergence et la sensibilité au bruit de mesure.

7.2.2 Estimation par un algorithme de moindres carrés récursifs

A partir de I'équation de bilan sur le substrat, il est possible d’estimer le taux de

consommation par une méthode de moindres carrés récursifs (RLS) (Hsia 1977).
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L’algorithme est donné par les équations suivantes :

G, =4 +NBX ]S, ~S.,~MD(S,~S,)+MG,_ X, |

. ¢r——1
A +APX, 9,

9,

o1 As est un facteur d’oubli et le parameétre ¢ est la covariance de 'estimation. Le
facteur d’oubli a pour effet de donner plus d’importance aux données récentes.

Habituellement, ce facteur prend des valeurs trés proches, mais inférieures a 1.

7.2.3 Filtre étendu de Kalman

Dans la forme « continue-discréte » du filtre de Kalman, 1'algorithme comporte
deux étapes. Tout d’abord, il y a une étape de prédiction pendant l'intervalle de
temps entre deux mesures expérimentales. Au cours de cette étape, l'incertitude
sur les estimés augmente avec le temps. La seconde étape en est une de

correction et est effectuée au moment de chaque nouvelle mesure.
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Etape de prédiction:

ds

—=gX +D(§, —5)
dr
dg
:1?: LWSIsh,
£:AP+PAT +Q
dt

o1 P est la matrice de covariance de U'erreur d’estimation et Q la covariance du
bruit du systéme. Lorsqu’une nouvelle mesure est disponible, le taux prédit est

corrigé par un terme proportionnel a la différence entre les concentrations
mesurée (Sm) et prédite (5).

Etape de correction:

HRE=

et oi1 K est le gain du filtre optimisé a chaque mesure selon :
K =P0OH O[HOPOH ()+R]

avec R, la matrice de covariance du bruit de mesure, rendant compte de la

confiance accordée a la mesure.
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La matrice H est donnée par le vecteur [1 0] corresponidant au Jacobien de la
fonction Ji dans

S, =h(S®))+e, =5(t)+e,

ot ey est le bruit de mesure. Cette matrice fait tout simplement le lien entre les

parametres du systéme et les mesures.

La covariance de U'erreur est également mise a jour a I'étape de correction selon :

P.(t)=[1-K@O)H@®)|P()

On note que le gain du filtre de Kalman (K) est proportionnel a la variance de
I'erreur d’estimation et inversement proportionnel a lintensité du bruit de
mesure. Le compromis entre la confiance dans le modele et la confiance dans
les mesures est déterminé par les matrices de covariance R et Q, qui constituent

les paramétres de réglage.
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7.3 Simulations des algorithmes

7.3.1 Génération de données

Afin de déterminer les parametres de réglage et d’évaluer la performance des
divers algorithmes d’estimation, des données ont été générées en simulant le
fonctionnement d’un réacteur opéré en mode perfusion. Les parametres utilisés
pour les simulations correspondent & des valeurs moyennes obtenues

expérimentalement et sont rapportés dans le Tableau 7-1.

Tableau 7-1 Valeur des parametres utilisés pour les simulations

Taux de perfusion (D) 0 t<50h
0.042h" =504

Taux de croissance (1) 0.028 h!
95 %

Efficacité de la rétention cellulaire (i - fg(i]

Concenfration de substrat dans le milieu | 28 mM
(Sin)

Taux spécifique de consommation (gs) 2x10-1¢ mmol/cellh

ou

5
2x10'l°(ﬂ + 1)
X




184

Afin de reproduire le mieux possible les conditions expérimentales, une période de 50
heures est allouée pour la croissance en mode batch, puis 'alimentation est débutée et

maintenue constante & un taux de perfusion correspondant a 1 volume/jour.

Pour le taux spécifigue de consommation, deux cas ont €té considérés. Un taux avec une
valeur constante a d’abord ét€ assumé, ce qui correspond a la situation dans laquelle on
aurait un coefficient de rendement (Yyxs) constant. En réalité, les données
expérimentales révélent plutdt que les taux de consommation semblent décroitre dans le
temps, probablement en fonction de la diminution de la concentration du substrat ou
I’augmentation de la concentration cellulaire (Portner et Schafer 1996). Pour évaluer
I’habilité des différentes méthodes a estimer un parametre variable dans le temps, un
profil a été imposé dans lequel le taux de consommation est proportionnel a I'inverse de
la concentration cellulaire. 1l a été€ rapporté€ que ce type de relation permettait de décrire

les données obtenues pour plusieurs lignées cellulaires (Portner et al. 1994).

Le nombre de points expérimentaux obtenus en cours de culture étant limité, un
intervalle d’échantillonnage de 10 heures a été assumé. Les valeurs utilisées
pour le calcul des taux ont donc été extraites des données générées par

simulation, auquelles a été greffé un bruit de mesure (typiquement, de 34 10 %
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pour la concentration de substrat et de 10 a 20 % pour la concentration

cellulaire).

Des exemples de profils générés sont montrés pour un taux de consommation
constant (Figure 7.2) et pour un taux de consommation variable (Figure 7.3}

dans les pages suivantes.
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Figure 7.2 Profils simulés de la croissance cellulaire et de la concentration de

substrat pour un taux de consommation constant.

Des erreurs relatives de mesure de 5 % sur la concentration de substrat et de 10

% sur la concentration cellulaire ont été assumées pour simuler des données

expérimentales (cercles).
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Figure 7.3 Profils simulés de la croissance cellulaire et de la concentration de

substrat pour un taux de consommation variable.

Des erreurs relatives de mesure de 5 % sur la concentration de substrat et de 10

% sur la concentration cellulaire ont été assumées pour simuler des données

expérimentales (cercles).
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7.3.2 Réglage des algorithmes d’estimation

Les différents algorithmes d’estimation ont été réglés a partir de données
générées par simulation. Le choix des parametres est discuté dans les sections

qui suivent.

7.3.2.1 Observateur-estimateur

Le réglage de cet estimateur se limite au choix de la valeur propre (). Ce choix

doit étre un compromis entre la vitesse de convergence et la sensibilité au bruit
Lo Y Al s .
de mesure. Une valeur équivalente a " a été employée, ou At est l'intervalle de
t

temps entre chaque échantillon.

7.3.2.2 Estimateur BLS

Cet algorithme comporte essentiellement deux parametres a régler. Lorsque
Verreur d’estimation est grande, la sensibilité de l'estimateur peut éfre accrue en
choisissant une valeur plus faible pour le facteur d’oubli (As). Les simulations

ont permis d’établir qu'une valeur d’au moins 0.95 était requise, sinon la
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sensibilité trop grande de l'estimateur conduit a des fluctuations importantes.
L’autre parametre a fixer est la covariance initiale ( y ). Elle peut étre choisie
approximativement égale au carré de l'erreur associée a la valeur initiale du
taux. Cette valeur initiale et 'erreur qui s’y rattache sont estimées a partir des 2

premiers points expérimentaux disponibles.

7.3.2.3 Filire de Kalman étendu

La matrice de covariance initiale (Po) est assumée diagonale et les variances sont
déterminées a partir des valeurs initiales, comme dans le cas de l'estimateur
RLS. A partir de données expérimentales, on peut également évaluer la

covariance de 'erreur de mesure (R).

Le principal paramétre de réglage est donc la matrice de covariance du bruit du
systéme (Q). Le choix de Q est fait en fonction de la matrice R, selon la confiance
qu’on donne a la prédiction du modéle versus la confiance qu'on attache aux
mesures. Ainsi, une valeur de Q beaucoup plus grande que R indique que les
mesures sont plus fiables que la prédiction du modeéle, et donc plus de poids

sera conféré aux mesures dans l'estimation des parametres. L'inverse est vrai
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également pour une matrice Q plus faible que R. A partir des simulations, les
éléments de la diagonale de Q ont été fixés a 0.001 mM? et 0.0005 h* et les

autres éléments de la matrice a zéro.

7.3.3 Comparaison des méthodes d’estimation

Les méthodes d’estimation ont été comparées entre elles, mais aussi avec deux
autres approches : le calcul direct et une méthode basée sur une interpolation

par des splines cubiques.

Pour le calcul direct des taux de consommation, une approximation par
différence finie est employée entre le point actuel et le point précédent

selon I'éguation suivante:

Le taux est assumé constant entre chaque prise d’échantillon.
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La deuxiéme méthode consiste & effectuer une interpolation des données de
concentrations au moyen de splines cubiques. Contrairement a la méthode
directe, cette approche permet de calculer les taux a tout moment, grace aux
points générés entre chaque mesure expérimentale. Toutefois, Ia validité des

résultats est tributaire de la justesse de l'interpolation.

La Figure 7.4 présente les résultats obtenus par les différentes méthodes sur une
méme série de données. Dans chaque sous-figure, les valeurs estimées sont
comparées a la valeur théorique (ligne pointillée) et aux valeurs obtenues par
calcul direct par différence finie. La Figure 7.5 est similaire mais correspond a
une série de données générées en assumant un bruit de mesure d'une plus

grande amplitude.

On constate que le calcul direct peut conduire 2 de larges fluctuations. Ceci est
principalement attribuable au fait que I'effet du bruit de mesure est amplifié par
le calcul approximatif de la dérivée premiere pour obtenir le taux de
consommation. L'utilisation d’algorithme d’estimation permet de réduire ces
fluctuations et les prédictions s’approchent davantage de la valeur théorique.
Ces figures révelent également que la technique basée sur une interpolation

s'avere généralement peu exacte et introduit des dynamiques qui sont le
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résultat d’artifices de calcul pour lisser les données (Figure 7.5). 1 est possible
que de meilleurs résultats puissent &tre obtenus par interpolation, par exemple
en imposant des conditions de continuité permettant d'éviter de telles
fluctuations, mais ces méthodes nont pas été explorées dans le cadre de cette
thése.

Afin d’évaluer la performance des différents algorithmes d’estimation, le critere

d’erreur suivant a été utilisé :

100

Erreur = Z G-9)°
20

Plusieurs simulations a différents niveaux de bruits de mesures ont été réalisées

et les résultats sont présentés dans le Tableau 7-2.



Tableau 7-2 Comparaison des méthodes pour 'estimation d’un taux constant

% % Erreur
Erreur | Erreur
surS | sur X Obs RLS EKF Spline | Calcul direct

3 10 0.08 0.07 0.05 0.31 0.22
3 10 0.35 0.13 0.04 0.18 0.28
5 15 0.44 0.23 0.22 0.97 0.75
5 15 0.17 0.34 0.08 1.09 0.85
10 20 0.58 0.37 0.29 2.45 1.21
10 20 0.86 0.73 0.26 3.07 3.18

RLS : moindres carrés récursifs
EKEF : Filtre de Kalman
Obs : Observateur-estimateur

A la lumiére des résultats du Tableau 7-2 on constate que les estimations par le
filtre de Kalman et la méthode de moindres carrés récursifs sont généralement
meilleures que celles obtenues par les autres approches. Le gain est
particulierement appréciable a mesure que les erreurs sont grandes. On constate
également que l'interpolation n'améliore pas significativement les résultats

obtenus par calcul direct.
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Les algorithmes ont ensuite été testés dans la situation plus réaliste oui le taux de
consommation a estimer varie dans le temps. Les profils obtenus sont montrés a

la Figure 7.6 et a la Figure 7.7 pour des niveaux de bruit différents.
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Figure 7.5 Estimation d'un taux de consommation constant avec une erreur

relative de 20 % sur la concentration cellulaire et de 10 % sur la concentration de

substrat.
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Avec un taux de consommation variable, les algorithmes parviennent a estimer
raisonnablement le profil théorique lorsque le bruit de mesure est modérée
(Figure 7.6). Cependant, plus lerreur augmente (Figure 7.7), plus la

performance se dégrade.

Les résultats de plusieurs simulations sont présentées dans le Tableau 7-3.

Tableau 7-3 Comparaison des méthodes pour I'estimation dun taux variable

9% Erreur | % Erreur | RLS | EKF | Obs | Spline Calcul
sur S sur X direct

3 10 0.14 1 0.22 | 0.31 | 0.53 0.41

3 10 0.0510.05|0.13| 0.14 0.13

5 15 0.17 10.18 1080 | 1.14 1.61

5 15 0.50 1039|106 1.38 2.54

10 20 1.98 11.22 1952 | 4.08 8.93

10 20 1.06 | 0.72 | 246 | 4.12 2.93

RLS : moindres carrés récursifs
EKEF : Filtre de Kalman
Obs ' Observateur-estimateur
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De ces résultats, on tire des conclusions analogues 2 celles rapportées pour le
Tableau 7-2, & savoir que le filtre de Kalman et les moindres carrés récursifs

procurent les meilleurs estimeés.

7.4 Performances de l'estimation des taux a partir de données

expérimentales

Bien que les simulations effectuées tentent de refléter le mieux possible les
conditions expérimentales, la prochaine étape consiste a valider I'approche sur
de véritables données expérimentales. En cours de culture, plusieurs facteurs
difficilement quantifiables peuvent venir s'ajouter a lerreur de mesure:
fluctuations du niveau dans le réacteur, dans le débit d’alimentation, au niveau
de Vefficacité de rétention, dans la calibration des sondes, dans la composition

du milieu (principalement dues au fait que ce milieu se dégrade dans le temps).

La Figure 7.8 présente les taux de consommation estimés au cours d'une
perfusion effectuée & un taux d’alimentation de 2 volume/j. Les principaux
nutriments (glucose et glutamine) et métabolites (lactate et ammoniac) y

figurent. Les résultats obtenus par un filtre de Kalman fluctuent beaucoup
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moins que ceux obtenus par calcul direct. En particulier, on note que
'approximation par différences finies introduit beaucoup d’erreur au moment

ot l'alimentation est débutée (vers 48 h).

Le taux réel étant bien sir inconnu, on ne peut juger de lexactitude de
Vestimation. Cependant, on peut tout de méme comparer les concentrations
prédites par les taux estimés avec les valeurs mesurées expérimentalement
(Figure 7.9). On observe que, dans 'ensemble, la technique du filtre de Kalman
permet de décrire adéquatement les résultats expérimentaux. Elle constitue
donc un outil valable pour estimer les profils de taux spécifiques nécessaires

pour le calcul des flux métaboliques.
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Figure 7.8 Comparaison entre les taux de consommation estimés par un filtre de

Kalman et par calcul direct pour des données expérimentales.
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7.5 Estimation en ligne du taux de croissance

7.5.1 Algorithme d’estimation

Pour le calcul des taux biosynthétiques, il est nécessaire de connaitre le taux de
croissance. Dans des bioréacteurs opérant en perfusion, la détermination du
taux de croissance est particulierement sujette a 'erreur puisque ce taux dépend
de la concentration de cellules dans le réacteur, du taux de perfusion et de la
quantité de cellules perdues dans la récolte (I'efficacité du filtre n’étant jamais

de 100 %).

Une sonde montée sur le bioréacteur permet de suivre en ligne la capacitance
d’une culture. Cette derniere est proportionnelle au biovolume de la culture
(Zeiser et al. 2000). En assumant que le diametre cellulaire ne varie pas, ce signal
est également proportionnel 4 la concentration de cellules viables dans le

bioréacteur.

A partir de cette mesure, on peut faire 'estimation en ligne du taux spécifique
de croissance. En appliquant la méthode des moindres carrés récursifs (voir

section 7.2.2} on a:
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[’zr = ﬁz—‘x +T%Xr—§ gxf —*X‘,_l -Tﬁ:—er—i +TBHXHHE
ou X est la concentration cellulaire, T la fréquence d’échantillonage (1 hj et yla

covariance. La covariance (y) est mise-a-jour par le biais de I"équation suivante:

e
A +TX, Y,

7

ol As est le facteur d’oubli (parametre de réglage). La concentration de cellules
dans la récolte (Xu) et le taux de perfusion (D) ne sont mesurés qu’a chaque
nouvelle prise d’échantillon. Les valeurs de ces parametres sont assumées
constantes entre les mesures expérimentales. Les parametres de la relation
linéaire reliant la capacitance & la concentration de cellule sont re-calculés par
régression linéaire a chaque nouveau compte cellulaire effectué. Cette

procédure permet de calibrer en ligne la sonde de capacitance.

X=aC+b

7.5.2 Réglage et performance de I’estimateur

La Figure 7.10 présente le profil de mesure de la capacitance d'une culture

durant la période de croissance jusqu’au moment de l'infection. A partir de ce
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signal en ligne et des mesures hors-ligne de débit et de concentration cellulaire
dans la récolte, on parvient a estimer en ligne le taux de croissance (Figure 7.11).
Le début de la culture est marquée par une période de croissance faible (phase
de latence), phénoméne couramment observé lorsque les cultures sont inoculées
a relativement basse concentration cellulaire (< 2x105 cell/mL). Le taux de
croissance va ensuite grimper et se stabiliser proche de 0.025 h! durant la phase
exponentielle. Dans la Figure 7.11, on montre également l'effet du facteur
d’oubli sur l'estimation. Lorsque ce dernier est fixé a 0.9, 'estimation devient
trés sensible au bruit de mesure et conduit & de larges fluctuations non
désirables.

L’effet du second parametre de réglage, la covariance initiale, est illustré dans la
Figure 7.12. On constate qu'une valeur trop élevée rend la dynamique initiale
beaucoup trop sensible, mais le comportement de l'estimateur va
éventuellement se stabiliser. A l'inverse, une valeur trop faible a un effet encore
plus nuisible puisque l'estimateur répond trop lentement en ne réagissant

presque plus aux dynamiques du systéme.
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A partir du taux spécifique de croissance, on peut obtenir en ligne une
estimation de la concentration cellulaire tel qu'illustré dans la Figure 7.13. A
chaque nouvelle prise d’échantillon, un compte cellulaire au microscope est

effectué et la prédiction s’en trouve ajustée.
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Figure 7.13 Prédiction de la concentration de cellules a partir de l'estimé en

ligne du taux de croissance et comptes cellulaires effectués hors-ligne au

microscope (cercle).

Le signal de capacitance peut-étre passablement bruité 2 la source. Bien que
l'estimateur posséde une capacité inhérente pour filtrer, 'utilisation d’un pré-

filire passe bas (Butterworth 1t ordre) a été testée afin de réduire les
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fluctuations observées lors de l'estimation des parametres. Le signal ainsi filtré
sert de nouvelle « entrée » pour l'algorithme d’estimation. Tel que montré a la
Figure 7.14, cette procédure permet d’obtenir des profils beaucoup plus lisses

pour le taux de croissance et la concentration dans le bioréacteur.
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Figure 7.14 Estimation du taux de croissance et prédiction de la densité

cellulaire apres pré-filtrage du signal de capacitance.
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8.1 Présentation de larticle

Cette section présente 'article intitulé Physiological state monitoring by real-
time estimation of metabolic flux in perfusion cultures. Cet article a été soumis
a la revue Biotechnology progress. Les résultats présentés dans le chapitre
précédent ayant montré le lien intime entre la productivité des cellules et leur
profil métaboligue, dans cet article, on s’attarde a développer une approche
permettant d’effectuer le suivi de I’état physiologique des cellules en cours de
culture. Pour étendre la technique d’analyse des flux métaboliques a une
application en temps réel, il a fallu développer des outils permettant d’estimer

les différents taux spécifiques requis pour le calcul des flux intracellulaires.

Les taux biosynthétiques sont obtenus en assumant une composition cellulaire
fixe et & partir d'un estimé du taux spécifique de croissance, ce dernier étant

évalué par le biais d"une mesure en ligne de la capacitance. Les taux spécifiques
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de consommation et de production sont quant a eux estimés en utilisant un

filtre de Kalman et a partir de mesures de concentrations journaliéres.

La démarche élaborée permet de suivre 'évolution dans le temps des taux de
réactions intracellulaires. Par exemple, durant la phase de croissance, on
observe une diminution des flux glycolytiques a mesure que la densité cellulaire
augmente. Cependant, durant les heures suivant Vinfection, on assiste a

'augmentation progressive de la plupart des flux métaboliques.

Le suivi de certains flux clefs, comme le taux estimé de production d’ATP,
permet une optimisation systématique du procédé en suggérant notamment le

moment approprié pour procéder a l'infection d'une culture.

Enfin, il est démontré qu’il est possible de maintenir constant les taux
intracellulaires en ajustant le taux de perfusion de facon & répondre aux besoins

nutritionnels & mesure que la densité cellulaire augmente.
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8.2 Physiological state monitoring by real-time estimation of

metabolic flux in perfusion cultures

O. Henry??, M. Perrier?, A. Kament!

iInstitut de Recherche en Biotechnologie, CNRC, 6100 avenue Royalmount,
Montréal, Québec H4P 2R2, Canada;

?Fcole Polytechnique de Montréal, Campus de 1'Université de Montréal,

Montréal, Québec, Canada.

8.2.1 Abstract

Kinetics analysis based on extracellular measurements, although essential, only
provide a partial information on the true physiological state of the cells during a
culture. A better knowledge of the cell metabolism is essential for process
optimization and the development of adequate control strategies. Metabolic flux
analysis can provide such valuable information, by reflecting the cellular
response to changes in culture environment or operating conditions. However,
due to the complexity of animal cell systems, the number of measurements

required is large and the results are often only obtained z posteriori. In this work,
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an approach was developed to provide on-line estimates of the intracellular flux
distribution of HEK-293 cells grown in perfusion cultures. The metabolic
network employed comprised 46 components and 40 biochemical reactions. The
specific uptake and production rates needed for the analysis were evaluated
from daily nuirient and metabolite concentration measurements, using an
extended Kalman-filter for noise reduction and rate estimation. Assuming a
constant cellular composition, the biosynthetic reactions were determined from
an on-line estimate of the specific growth rate. The later was evaluated from an
online capacitance measurement using a recursive least-squares method. Results
showed that the glycolytic fluxes decrease with culture time while there is a
concomitant increase of pyruvate entrance into the TCA cycle. Following
infection, the Krebs cycle activity is significantly increased, except for cultures
infected at high cell density, marked by reduced metabolic fluxes. Based on
these results, we demonstrate how real-time asséssment of intracellular fluxes
can be used for rapid process optimization. Finally, it is shown that by
manipulating the perfusion rate, it is possible to operate a culture at high cell

density while maintaining the cells in a similar physiological state.



8.2.2 Introduction

The design of efficient monitoring techniques and control strategies is
instrumental for the rapid development and optimization of bioprocesses. For
these methods to be truly effective in detecting the cellular response to
environmental changes or operating conditions, they must be based on a
profound knowledge of the cell metabolism. With proper assessment of the
physiological state of the cells, the optimization can consist in selecting the
appropriate operating conditions so as to maintain or drive the culture towards

a desirable productive state (Konstantinov 1996; Konstantinov et Yoshida 1989).

To date, most of the on-line monitoring tools derive knowledge on the
physiological state indirectly, from extracellular measurements. Cell
concentration and viability (Ducommun et al. 2001; Konstantinov et al. 1994)
and respiration (Behrendt et al. 1994; Eyer et al. 1995; Lovrecz et Gray 1994;
Yoon et Konstantinov 1994; Zeiser et al. 1999; Zhou et Hu 1994) are the
parameters commonly measured on-line to assess the physiological state of the
cells in culture. Flow injection analysis techniques have also allowed real-time

monitoring of various nutrient and metabolite concentrations, such as glucose
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(Blankenstein et al. 1994; Ducommun et al. 2001; Male et al. 1997; Siegwart et al.
1999), glutamine (Blankenstein et al. 1994; van der Pol et al. 1994), lactate

(Singhvi et al. 1996) and ammonia (Blankenstein et al. 1994) .

However useful for monitoring a production, these process variables only give
an incomplete estimate of the metabolic state of the cells. To complement the
information of extracellular measurements, intracellular data must be
considered as well. This constitutes a challenging task, hampered by the lack of
available measurements and the limited applicability of mathematical models,

in turn due to the complexity of animal cell systems.

Advances in the development or application of techniques such as NMR
(Bonarius et al. 2001; Mancuso et al. 1994; Martinelle et al. 1998; Paredes et al.
1998; Sharfstein et al. 1994; Zupke et Stephanopoulos 1994b), mass spectroscopy
(Bonarius et al. 2001) and radioactive tracers (Fitzpatrick et al. 1993; Nadeau et

al. 2002) have permitted the development of more accurate metabolic models.

Metabolic flux analysis is an approach that allows to take into account the
intracellular reaction rates and has become an established tool to study the

metabolism of cells. Flux analysis has been successfully applied to compare the
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physiological response of cells under several conditions: comparing different
medium (Nadeau et al. 2002), the addition of peptides (Nyberg et al. 1999),
different feeding strategies (Nadeau et al. 2000b; Xie et Wang 1994a), under
ammonia stress (Bonarius et al. 1998), under low dissolved oxygen (Zupke et al.
1995), the effect of osmotic pressure (Lin et al. 1999), the effect of oxidative or
reductive stress (Bonarius 2000), addition of anti-apoptotic agent rapamycin
(Balcarcel et Clark 2003), the influence of the dilution rate and the investigation
of steady-state multiplicity (Europa et al. 2000; Follstad et al. 1999). Results from
the later two studies suggest that depending on the feeding regime, cells can

achieve a distinct metabolic state, characterized by different productivity.

From a monitoring point of view, metabolic flux analysis is attractive by the
richness of information it can provide. A good illustration is provided by the
online state recognition scheme proposed by Takiguchi et al (1997) to better
control lysine production in a fermentation process. In their work, a small
metabolic model comprising 11 biochemical reactions was used and the flux
distribution was determined based on four measurements available on-line.
However, to date, metabolic flux analysis applied to animal systems was mostly
confined to a descriptive tool, for a posteriori assessment of cellular response to

culture changes. This can be mainly attributed to the large number of
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measurements required for the analysis (nutrients, metabolite products, cellular

composition, etc).

An on-line assessment of the culture state can be particularly useful in the case
of viral vector production, because to achieve a good volumetric productivity,
the timing for infecting a culture is of critical importance. This is related to the
observation that the productivity of infected batch cultures decreased
significantly with increasing cell densities (Nadeau et Kamen 2003), due to an
unknown limitation or inhibition. To overcome this limitation, cultures can be
grown in a perfusion mode, whereby continuous supplementation of fresh
media and concomitant removal of waste allow to increase the cell density at
infection. To maximize the productivity, the appropriate process operating
conditions must be determined, namely the perfusion and the cell concentration

at the time of infection.

In the present work, metabolic flux analysis was used to get daily estimates of
the intracellular fluxes, based on on-line and off-line measurements and
assuming a constant cellular composition. The time course of metabolic fluxes in
perfusion cultures operated at various flow rates was analyzed. Our results

demonstrate that the knowledge of the intracellular flux distribution in relation
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with culture operating conditions can provide a rational approach for process

optimization.

8.2.3 Material and Methods

Cell line, medium and viral vector

Experiments were performed using the 2935F-3F6 cells derived from the human
embryo kidney cells expressing the E1A and E1B proteins constitutively (Cote et
al. 1998; Graham et al. 1977). Cells were maintained in T-flasks at 37°C and 5 %
CO; atmosphere and subcultured twice a week at 1-2x10° cells/mL. After three
months of maintenance, the cells were discarded and a new aliquot was thawed.
Cells were grown in NSFM13, a low-protein serum-free proprietary medium
formulation. Inocula were prepared in 0.5 — 2 L shake flasks and the cells were
maintained in their exponential phase at a density lower than 1x10° cells/mL.
For the infection, an adenovirus type 5 containing the Green Fluorescence
Protein (GFP) under the control of the CMV promoter was used. Viral stock

titres were 1.7x10%0 IVP/LI and aliquots were stored at -80 °C.
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The cultures were conducted in a controlled 3.5 L Chemap CF-3000 bioreactor
(Mannedorf, Switzerland) equipped with 3 surface baffles. Agitation with two
marine impellers was kept constant at 100 rpm and temperature was controlled
at 37 °C by a water jacket. The pH (Ingold pH probe, Andover, MA) was
maintained at 7.2 by addition of COz2 or a 1 M NaOH solution. The culture was
surface-aerated and the dissolved oxygen concentration was kept at 40 % of air
saturation by controlling the fraction of nitrogen and oxygen in the gas inlet.
Off-gas analysis was performed using a Servomex 1400 infrared analyser
(Norwood, MA). The bioreactor was also equipped with dissolved CO; (YSI
8500 CO: menitor, Yellow Springs, OH) and biomass (Aber instruments Ltd.,
Aberystwyth, UK) probes. Data acquisition was performed using FIX MMI
software (Intellution, Norwood, MA, USA). Cells were retained in the reactor

using a BioSep 10L acoustic filter (Applikon Inc., Foster City, CA).
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Analytical methods

During the cultivation period, samples were taken daily for off-line analysis.
The cell concentration was determined by microscopic counting using a
haemacytometer (Hausser Scientific, Horshaw, PA). Viability was assessed by
dye exclusion method using erythrosine. Glucose, lactate and ammonia
concentrations were measured using the Biolyzer (Kodak, New Haven, CT).
Amino acids concentrations were analysed by HPLC (Kamen et al. 1991). The
total virus particle titre was also assayed by HPLC as described in

Klyushnichenko et al.(2000).

8.2.4 Real-Time metabolic flux estimation

For intracellular flux computation, the inputs to the metabolic model are
specific consumption/production rates. The real-time determination of reliable

specific rates is challenging for several reasons:

1) With the lack of reliable sensors, only few meaningful measurements are

available on-line.
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2) Off-line measurements of nutrient and metabolite concentration are
usually sparse. This is mainly attributable to infrequent sampling for
sterility concern.

3) The measurements are often corrupted by noise. Moreover, time-
differentiation of concentrations data to calculate the specific rates will
tend to amplify this noise.

4) Due to the inherent transient nature of batch, fed-batch and perfusion
processes, the kinetic rates are expected to vary over the course of a
culture as the cell concentration and the environmental conditions

change in the culture.

The proposed approach to compute real-time estimates of metabolic fluxes is
summarized in Figure 8.1. The specific rates are computed from available on-
line measurements (qO2, qCO2, and capacitance), daily off-line measurements
(cell concentration, glucose, lactate, ammonia and amino acids) and known
parameters (cellular composition). The catabolic rates are estimated from
concentration measurements using an extended Kalman filter for noise
reduction. The capacitance signal is used to compute an on-line estimate of the
growth rate, which in turn is used to evaluate the biosynthetic rates assuming a

constant cellular composition (%protein, lipids, RNA/DNA), previously
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determined for this cell line (Nadeau et al. 2002). The hypothesis that balanced-
growth conditions prevail is verified each time by a data consistency analysis on
the generated data. The following sections provide a detailed description of the

computation methods involved.
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Growth rate estimation

Cell concentration must be evaluated for the determination of any specific yield
or metabolic rate. Moreover, a good estimation of the growth rate is required to
evaluate the biosynthetic rates. From a mass balance on viable cells, we obtain

the following equation for a bioreactor operated in perfusion mode:

1{dX
= —| —+ DX
H X(dz ”)

where D is the perfusion rate, X the concentration inside the bioreactor and Xu
the concentration of cells in the outflow. In perfusion cultures, growth rate
determination is particularly subject to noise due to the imprecision of cell
counting and fluctuations in cell retention efficiency. This was addressed by
using a biomass probe allowing real-time monitoring of the culture capacitance.
The later is proportional to the concentration of viable cells (Konstantinov et al.
1994; Zeiser et al. 2000). Based on this measurements, on-line estimation of the
specific growth rate was performed using a discrete least-square estimator as

described in (Bastin et Dochain 1990). The algorithm is given by:
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X H -1 E

where At is the sampling rate. The covariance (y) is updated by the following

@ P ﬁ\é -1 + A1 }@X t~1 EX t X -1 ”&gﬁf—ix 1t

equation:

— Q/r*i
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The forgetting factor, A, is a tuning parameter. Normally chosen close to unity,
this parameter has the effect of causing old data values to be exponentially
discounted over time. The concentration of cells in the harvest (Xu) and the
dilution rate (D) were only re-evaluated at each sample and the values were
assumed constant in between experimental measurements. The linear relation
assumed between the capacitance signal (C:) and the cell concentration was also
updated at each off-line measurements by linear regression on current and
previous data points. This procedure allowed to re-calibrate on-line the biomass

monitor system.

X,=aC, +b



Nutrient uptake/Metabolite production rate estimation

In contrast with biomass, only few measurements of substrate and metabolite
concentrations are available, typically once or twice a day. The specific uptake
and production rates can be calculated using material balances around the

bioreactor to yield the following equations:

3) §§=—%X+D(5m—5>

aP
4) —~=—g . X +DP
(4) I qdp

where D is the perfusion rate, gs and gp are the specific consumption and
production rates, S is the nutrient concentration in the reactor, Sin is the nutrient

concentration in the feed and P is the metabolite concentration in the reactor.

Due to the large sampling rate, calculation using direct difference from current
and past measurement is prone to error. Instead, an extended Kalman filter was

employed for rate estimation and noise reduction. This technique has been
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successfully applied to bioprocesses for estimation of unmeasured variables

(Gee et Ramirez 1996; Pelletier et al. 1994).

In the “continuous-discrete” form of the filter, the correction is made only at

discrete times (tx). In between samples, the rate is assumed constant.

Prediction step:

L —gx +D(S, -5)
I

Whenever a new measurements is available, the predicted specific rate is
corrected by a term proportional fo the difference between the measured (Swv)
and predicted (S} nutrient/product concentration according to the following

equation.
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Correction step:

ST _[Su] -
="M +K(®|S, -S|
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al; L

where K is the filter gain, which is optimized at each measurement time:
T T !

K =PWH (OH®OPOH 1) +R]

The error covariance is also updated according to:

P.()=[I-KOHO®PG)

The trade off between confidence in the measurements and confidence in the
model is determined by the measurement error covariance (R) and the process

model covariances (Q) as discussed in (Gee et Ramirez 1996).

Data consistency check

Prior to flux computation, the calculated rates can be tested for the presence of
gross measurement errors. This is particularly useful to verify the assumption
that the cellular composition may be considered constant. Following the

methodology described by Bonarius et al. (1999), two elemental balances on
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carbon and nitrogen are used for data consistency analysis. If a gross
measurement error is detected, with two redundant equations, the source of
error may sometimes be identified by a sequential elimination method, thus
allowing to only re-measure the problematic variable. The consistency index (/)

can be calculated as:

h=e"g'e
E=A-R
p=ATYA

where v is the variance-covariance matrix of the measurements contained in R
and A is the matrix composition in carbon and nitrogen of the measured
compounds. # follows a yx? distribution and the degree of freedom is
determined by the number of redundant equations (Stephanopoulos et al. 1998).
For 2 degrees of freedom, the value of the x? distribution at a 90 % confidence

interval is 4.61.
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For intracellular flux evaluation, the metabolic model developed by Nadeau et
al. (2002) for HEK- 293 cells was employed. The reactions considered in this
biochemical network are shown in Table 1. The metabolic model involves 46
components and 40 fluxes, which include the catabolism pathways of glucose,
glutamine and 18 amino acids. The pseudo-steady state assumption is invoked
(Zupke et al. 1995) and intermediate metabolite production rates are set to be
zero. Mass balances around a cell for each of the metabolites yield the following
expression:

MF=R

M contains the stoichiometric coefficients, F is the vector of 40 unknown
metabolic fluxes and R is the vector of measured nutrient uptake and metabolite
production rate. Evaluation of the metabolic flux vector F is performed using a

weighted linear least-squares:

F=M"y'M)M w 'R
where v is the variance-covariance matrix associated with the measured rate

vector R.



Table I. Listing of biochemical reactions included in the metabolic network

W b =

D00 N N O

20
21

22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

Glc + ATP — FructéP

FructbP + ATP — 2 GAP

GAP — Pyr + 2 ATP + NADH + H*

Pyr + NADH + H* ~ Lac

mPyr + CoA — ACCoA + NADH + COp + H*

Pyr + Glu = Ala + <KG

OAA + Glu — Asp + «KG

mGin + H0 - mGlu + NH;

2 Gln +5/4 Asp + Rib5P + ¥ Gly + 27/4 ATP + 5/8 NADPH — ADN|ARN +
% NADH + 3% Fum + 2 Glu

mMal + 2ATP — mPyr +CO; + NADPH + H*

Asp + Gin + ATP = Asn + Glu

Glu + ATP + 2NADPH +2 H*— Pro

2Gly - Ser + NH3

G6P + ATP — 1/3 Rib5P + 2/3 Xu5P + 2 NADPH + H* + CO

R5P + 2 XubP — 2 Fruct6P + GAP

2(9Cit+17 ATP + 9 CoA + 16 NADPH) — AcOLE + 18 OAA
Extracellular Proteins — ZAA

T AA-> Intracellular Proteins

Lys + 2 me<KG + NADPH — 2 AcCoA + 2 CO, + 4 NADH + 3 H* + FADH, +
2 mGlu

Leu + me<KG + ATP — 3 AcCoA + mGlu + CO; + NADH + H* + FADH,
e + me<KG + ATP — SuCoA + AcCoA + COZ2 + 2 NADH + 2 H+ +
FADH; + mGlu

Thr — CO; + 2ZNADH + 2 H* + FADH; + NH; + mPyr

Val + me<KG + ATP — SuCoA + 3 NADH + H* + FADH; + 2C0; + mGlu
Met + Ser + 2 ATP — Cie + SucCoA + NADH + H* + CO, + NHa

Phe + O; + NADPH + H* — Tyr

Tyr + me<KG + 20; — Fum + 2 AcCoA +m Glu

Arg + me<KG — mGlu + NADH + H+

His — mGhu + NH;3

mOAA + AcCoA = Cit

Cit —» m=<KG + CO; + NAPH + H+

m<KG — SuloA + NADH + H++ CO

SuloA — Fum + ATP + FADH,

Fum — mMal

mMal — mOAA + NADH + H+

NADH+% O, —» 3 ATP

Pyr — mPyr

Glu + mAsp — mGlu +Asp

Gin — mGin

mMal + «<KG — Mal + me<KG

mGhu + mOAA — mAsp + m=<KG
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8.2.5 RESULTS AND DISCUSSION

Growth rate estimation

Figure 8.2 presents the estimation of the specific growth from raw capacitance
signal for two perfusion experiments. The cultures were typically grown in
batch mode for two days and the perfusion rate was initiated when the cell
concentration reached approximately 1x10° cells/mL. Both cultures shown in
Figure 8.2 were seeded at low cell concentrations (< 2x10° cells/mL}) and, as a
result, exhibited reduced initial growth rates and underwent a lag phase. The
results demonstrate the ability of the estimator to track the changes in cellular
growth as the cell entered exponential phase in a later stage (Figure 8.2E & F).
Moreover, correction of the prediction at each new measurement provided
good estimates of the cell concentrations inside the bioreactor (Figure 8.2B & C).
Although the estimator has an inherent filtering capacity, a smoother signal
(Figure 8.2F) can be obtained by using a low pass filter on the raw
measurement. The filtered capacitance signal can then be used as the input for

the estimation algorithm.
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The culture capacitance signal being a function of the total biovolume rather
than the cell concentration (Zeiser et al. 1999), it must be emphasized that this
estimation technique is only valid if the average cell size remains constant. This
is not the case upon infection as the cell volume can increase up to 50 %. This
translates into an increase in capacitance, even though cellular growth stops
shortly after infection. Therefore, growth rate estimates may only be obtained

based on cell counts.
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Figure 8.2 Real-time estimation of the specific growth rate (E & F) from on-line

capacitance (A & B) and off-line cell count measurements (C & D).
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Specific uptake/production rate estimation

The kinetic rates of nutrient consumption and metabolite production obtained
on raw and filtered-data are compared in Figure 8.3. The calculated values,
obtained by a direct difference between the current and previous
measurements, are often very noisy. In particular, the onset of feeding at
approximately 50 h introduced some errors in the rate evaluation and the use of
an extended Kalman filter helped to attenuate this effect and provided

smoother estimates.

In Figure 8.3, both the glucose uptake and the lactate production rate were
found to decrease over time, even though the growth rate remained fairly
similar (data not shown). Consequently, a maintenance energy model would
not give a constant yield coefficient. Rather, the glucose uptake rate is likely a
function of the residual concentration (Zeng et Deckwer 1995) or a function of
the cell concentration in the culture (Portner et al. 1994). Portner et Schafer
(1996) have shown that most of the models published in the literature have a
limited applicability to describe experimental data outside the range of

conditions in which they were identified. This is why a general structure was
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assumed in this work, instead of a functional relationship such as the

maintenance-energy model.

Following infection, a sharp increase in glucose uptake and lactate production
rate is noted (Figure 8.3). These results are consistent with previous reports
showing data from batch and fed-batch experiments (Garnier et al. 1994; Iyer et
al. 1999; Nadeau et al. 2002; Xie et al. 2002a). The increase can be related to the
increase in cell volume and mass, but also to an increased energy requirement

for protein synthesis.

The filtered values were used as the input to the biochemical model for

estimating the intracellular flux distribution in the metabolic pathway.
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Figure 8.3 Specific glucose uptake and lactate production rates estimation using

an extended Kalman filter for two perfusion cultures.

Arrow indicates infection. Calculated wvalues based on a finite difference

approximation between current and previous data are also shown. Arrows

indicate the time at which the cultures were infected.
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Data consistency

Prior to flux estimation, the generated data was tested for the presence of gross
measurement errors. Figure 84 shows the time course of the calculated
consistency index h (see Material and Methods) during two experiments, based
on the estimated values obtained by the extended Kalman filter. In the first run,
the h values were always below 4.61, which indicate that, at a confidence level
of 90 %, no gross measurement errors were present in the data throughout the

culture.

In the second experiment, the test failed for the first two measurements. Many
factors could explain the discrepancy: the relative imprecision in off-gas
measurement at the beginning of a culture, the greater uncertainty associated
with low cell concentrations, or the presence of a lag phase. By looking at the
residuals, one could determine that a C-containing nutrient was overestimated
or the production of a C-containing metabolite was underestimated. Glucose
and lactate account for the larger source/sink of carbon and an unlikely molar
ratio lactate/glucose of 1 suggest that one these two measurements contained a

flaw. Therefore, the flux calculated in that period may be erroneous. The test
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also failed for the data points taken more than 30 hours post-infection. Beyond
this point, it is likely that the cellular composition is significantly affected by the
infection process, since this was a common trend observed for many data sets.
However, throughout the growth phase, the assumption of balanced-growth

was reasonable.
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cultures.
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The first run contained no gross measurement errors. In the second experiment,
the data gathered in the early stages of the culture and the late phase of the

infection did not pass the consistency test and may lead to wrong flux estimates.

Real-Time estimation of intracellular fluxes

Based on the online estimate of the specific growth rate and the determination
of specific uptake/production rates, the 40 intracellular fluxes of the metabolic
network were computed on a daily basis to follow the time evolution of

metabolic rates.

Figure 8.5 presents the results obtained for two perfusions operated at a feed
rate of 2 vol/d. One experiment was infected at low cell density (2.4x10°
cells/mL) and the other one at 6x10¢ cells/mL. The glycolytic fluxes closely
followed the glucose uptake rate profiles and exhibited a decrease over time up
to the infection time (Figure 8.5). In the early stages of the cultures, most of the
pyruvate is converted into lactate and only a small percentage enters the Krebs
cyle. With the decrease of glucose intake, there is a concomitant increase of the
flux of pyruvate into the TCA cycle. With time, cells are shifting towards a more

efficient utilization of glucose, perhaps to compensate for the reduction in ATP
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produced by glycolysis. Similar trends have been noted for hybridoma cells
grown in continuous bioreactors operated at low dilution rates (Europa et al.
2000; Follstad et al. 1999). However, in our experiment, the residual
concentration of glucose was never limiting in the culture medium (data not
shown), even at the highest cell concentration reached. As can be seen on Figure
8.5, the overall activity of the Krebs cycles is intimately linked with the entrance
of pyruvate into the TCA. This activity was not correlated with growth rate

which remained constant for both experiments.

Following infection, the whole cell metabolism experiences a drastic change.
The increase glucose uptake rates are correlated with greater TCA activity. The
later is also consistent with the increased respiration commonly reported in the
literature as an indication of a successful infection (Garnier et al. 1994; Kussow

et al. 1995).

In contrast, the culture infected at high cell density showed a continuing
reduction in TCA fluxes after infection, and this was correlated with a very low
productivity achieved in comparison with the perfusion at low cell density. The
mechanisms responsible for the decrease of intracellular fluxes with increasing

cell concentrations are unknown. It was hypothesized that autocrine
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components might be responsible for changes in the metabolic activity (Shirai et
al. 1992). The formation of large aggregates may also induce diffusion

limitations and reduce the exposure of the cells to nutrients

In Figure 8.6, the same intracellular fluxes are shown for two perfusions
operated at different flow rates (0.5 and 1 vol/d) and infected at different cell
density (2.1x10° cells/mL and 4x10¢ cells/mL). The flux distribution profiles are
fairly similar, which demonstrate that a culture can be performed at higher cell
concentrations while maintaining similar nutrient uptake and metabolite
production rates profiles. This result suggests that by changing operating
conditions, in this case the feed rate, a particular physiological state can be

preserved.
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Figure 8.5 Estimated intracellular fluxes for two perfusion operated at 2 vol/d,

but infected at low (2.4x10¢ cells/mL) and high cell density (6x10¢ cells/mL)},

respectively.
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Figure 8.6 Estimated intracellular fluxes for two perfusions operated at 0.5 and 1

vol/d and infected at 2.1x10° and 4x10° cells/mL respectively.

Increasing the flow rate allowed to maintain the cells in similar states.
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Real-Time flux estimation as an optimization tool

Under the assumption that the productivity of a culture is largely dependent on
the physiological state of the cell at the time of infection, following intracellular
fluxes in real-time may provide a decisive tool for rapid culture optimization.
By establishing the distribution of intracellular fluxes that correspond to a
desirable productive state, subsequent monitoring of metabolic rate can allow
real-time decision making. The perfusion rate or any operating conditions can
be changed with the goal to maintain or drive the culture towards the desired

state.

In practice, it is more convenient to follow one variable that is representative of
the whole state. The metabolic model allows for the estimation of the ATP flux.
Because ATP is involved in many biochemical reactions, its production rate
provides a good indication of the overall metabolism of the cells. Therefore, it
can be used as an index to help optimize operating conditions. The approach is

illustrated in Figure 8.7.
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The perfusion A was operated at a feed rate 0.5 vol/d and the culture was
infected at a cell density of 2.1x10°¢ cells/mL, when the estimated ATP flux was
approximately 1.5 mmol/10° cells.h. Under these conditions, the experiment

yielded a specific productivity of about 9000 VP /cell.

The perfusion B was operated at a feed rate of 1 vol/d. When a similar ATP flux
was achieved, the corresponding cell density was two times greater (4x10°
cells/mL). By infecting the culture in this state, a similar specific productivity

was obtained and that translated into a 2-fold increase in product concentration.

Furthermore, by further increasing the flow rate to 2 vol/d and infecting at low
cell density to alleviate any limitation or inhibition (experiment C), cells can be
maintained in a state characterized by higher fluxes that will lead to greater

productivity.

Conversely, letting the culture reach higher cell concentrations will cause the
ATP flux to decrease over time. As shown in Figure 8.7, this production was

marked by a significant reduction in specific productivity.
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Figure 8.7 On-line optimization based on evaluation of the estimated ATP flux.

Cultures infected at similar ATP flux (A & B) exhibited similar productivity. In
contrast, a culture showing a reduced ATP production rate led to a reduced

specific product yield.
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Physiological state control

Based on the aforementioned results, an experiment was conducted to assess if
intracellular fluxes could be maintained throughout a culture by adjusting the
perfusion rate with increasing cell concentrations. The perfusion rate profile is
shown in Figure 8.8A, along with the cell density. The feed rate was adjusted
daily to maintain a constant glucose coﬁcen’tration (Figure 8.8B), based on the
latest estimate of the glucose consumption rate. With this feeding regime, the
residual concentrations of glutamine (Figure 8.8B) and most other amino acids
remained also fairly constant. In turn, the estimated intracellular fluxes were

also very similar throughout the growth phase (Figure 8.8C and D).

To investigate how this would affect the specific productivity, cells were
harvested from the bioreactor at different cell concentrations (Figure 8.8A),
centrifuged, re-suspended in fresh medium at a density of 1x10¢ cells/mL in
two shake-flasks and infected at an MOI of 10. As shown in Figure 8.8E, no

significant difference can be discerned in terms of productivity.
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The bioreactor was also infected and achieved a higher specific yield (Figure
8.8E). The observed difference may be attributed to the favourable more
controlled environment inside the bioreactor, but it is also likely that the batch
cultures experienced a nutrient limitation. It was demonstrated that a second
medium exchange post-infection yields greater productivity when 293 cells are
infected at cell density greater than 1x10¢ cells/mL (Garnier et al. 1994). In the
perfusion experiment, maintaining the feed during the infection permitted to

overcome this limitation.

These results demonstrate that successful infection at high cell density is feasible
if the cells are maintained in a desirable state by manipulating the feed rate to

meet the nutritional requirements of the cells.
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Figure 8.8 Physiological state control.

Daily adjustment of the feed rate during a perfusion culture allowed to
maintain similar intracellular fluxes throughout growth. Cells were harvested at
different time during the perfusion and infected in shake-flasks (B1, B2, B3 &
B4) at a density of 1x10° cells/mL. All the batch cultures exhibited similar
productivity and a higher specific productivity was obtained in the perfusion.
A) Growth profile and feeding regime B) Glucose and glutamine residual
concentration profiles C) Krebs cycle activity D) Estimated ATP production rate

E) Relative specific productivity of the batch and the perfusion experiments.



8.2.6 Conclusions

The intrinsic transient nature of batch, fed-batch and most perfusion processes
is a key aspect to consider when trying to define the appropriate operating
conditions. Cells are exposed to ever-changing environmental conditions (cell,
nutrient, waste and product concentrations), which affect their metabolism and

potentially their productivity.

The approach presented here could be used to monitor the status of a culture
and help to establish the conditions favouring the growth or the productivity.
Our results demonstrate the usefulness of the approach as a tool to optimize
culture operation. However, further work is required to assess how this can be
incorporated into a control scheme. In particular, a better understanding on the
relationship between intracellular fluxes and environmental conditions is

essential.
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Le recensement de la littérature a permis de mettre en évidence le peu
d’informations disponibles quant & 'optimisation et au suivi de la production
de vecteurs adénoviraux. Or, afin de déterminer les conditions de cultures
assurant une productivité maximale, il est primordial de connaitre et de
comprendre les effets des principales variables opératoires sur les cinétiques de

production.

Pris dans leur ensemble, les résultats obtenus au cours de ce travail confirment
I'influence de I'état physiologique des cellules sur la productivité des cultures.

Ceci découle en premier lieu de l'observation que les niveaux de production
sont largement fonction des conditions opératoires. En effet, il a été constaté
que, pour un méme taux d’alimentation, la productivité spécifique diminue
avec l'augmentation de la densité cellulaire. En outre, il s’avere possible

d’atteindre des niveaux de production similaires & plus haute concentration

cellulaire a condition d’augmenter le taux de perfusion.
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L’analyse des flux métaboliques a permis de révéler les effets des conditions
opéatoires sur le métabolisme cellulaire et l'impact sur la productivité
spécifique des cellules. Ainsi, les cultures présentant une activité métabolique
élevée au moment de linfection conduisent a des niveaux de production
généralement plus élevés. C’est notamment le cas des cultures infectées a basse
densité cellulaire et/ou haut & taux d’alimentation. A l'inverse, a plus haute
densité cellulaire et/ou a plus bas taux de perfusion, on constate des flux
intracellulaires plus faibles et une réduction significative du rendement en

produits.

En outre, méme opérées sous différentes conditions, des cultures présentant des
flux intracellulaires similaires donnent lieu a des productivités similaires. Ces
résultats suggerent qu'il serait possible de moduler I'état physiologique en
manipulant une variable du procédé (par exemple, le taux d’alimentation). Ceci
a été démontré expérimentalement avec une culture opérée en ajustant le taux
d’alimentation, de facon a maintenir des flux intracellulaires relativement
constants 4 mesure que la concentration cellulaire augmentait. Des cellules
infectées 2 divers moments au cours de la culture ont alors présenté des

productivités similaires.
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Ces considérations ont des implications directes sur l'optimisation d'un
procédé. Mais ’peur étre exploitable a cette fin, la distribution des flux
intracellulaires doit étre disponible en cours de culture et c’est pourquoi une
part importante du travail a porté sur 'extension de la technique d’analyses des
flux métaboliques permettant I'estimation en temps réel de 1'état physiologique
des cellules. Aucune approche de ce genre n’a été recensée dans la littérature en

ce qui a trait aux cultures de cellules animales.
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L’importance des vecteurs adénoviraux comme outil thérapeutique n'est plus a
démontrer. Par contre, si l'utilisation de vecteurs adenoviraux fait 'objet d'une
littérature innombrable, paradoxalement, la production d’adénovirus est, elle,
relativement peu documentée. Les applications thérapeutiques requérant toutes
des quantités importantes de vecteurs, la génération de stocks viraux suffisants
s’avére un prérequis incontournable qui passe par le développement de

méthodes de production efficaces.

Dans le développment d'un bioprocédé pour la production de vecteurs
adénoviraux, I'un des principaux défis a surmonter est la baisse marquée de
productivité des cultures effectuées & hautes densités cellulaires. En
conséquence, les rendements obtenus en cultures par les méthodes
traditionnelles sont bien en-deca de ceux attendus d’aprés les expériences en

flacons a 'échelle du laboratoire.
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Contribution a 'avancement des connaissances

L'un des objectifs de cette thése était de caractériser la production de vecteurs
viraux dans des cultures opérant en perfusion. Par I'ajout en continu de milieu
frais, ce mode d’opération permet d’éliminer les limitations nutritionnelles et
prévient 'accumulation d’inhibiteurs par une dilution constante de la culture,
Par contre, ces caractéristiques avantageuses se font au prix d'une compléxité
d’opération accrue. Les paramétres clefs a déterminer sont notamment le taux
de perfusion, ainsi que les moments opportuns pour infecter et récolter une

culture. Ces parameétres ont fait I'objet de la premiere partie de cette these.

Les expériences menées ont permis d’établir qu'avec un taux de perfusion de
deux volumes/j, il est possible d’infecter une culture jusqu’a des concentrations
de 3x106 cellules/mL, tout en maintenant une production spécifique similaire a
celle d’une infection & faible densité cellulaire (0.5 & 1x10¢ cellules/mL). Ceci a
permis d'atteindre des concentrations de Vordre de 5x10" VP/mL, ce qui
correspond 2 un accroissement net de la productivité volumétrique d'un facteur

cinq par rapport au mode cuvée avec changement de milieu a U'infection.
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Ces travaux ont également permis de démontrer la valeur d'un certain nombre
de variables directement accessibles en ligne. Ainsi, la respiration cellulaire de
méme que la variation du biovolume des cultures sont deux parametres
relativement simples & mesurer et 4 superviser en ligne et qui permettent une
appréciation qualitative du processus d’infection. En outre, comme le virus
produit est instable dans le bioréacteur, I'utilisation d’une sonde a fluorescence
dans le bioréacteur s’aveére un atout inestimable pour estimer le temps opportun

pour procéder a la récolte du bioréacteur.

Cependant, tous ces outils sont insuffisants pour déduire quantitativement et 4
priori le rendement d'une production. Des études antérieures et la littérature
suggérant un lien intime entre la productivité des cellules et leur métabolisme,
la deuxiéme partie du de cette thése a donc été consacrée a I'étude de ce lien. A
partir d'un modele biochimique pré-établi, I'analyse des flux métaboliques a été
employée pour mettre en lumiére les caractéristiques importantes du
métabolisme cellulaire, en relation avec les conditions environnementales et

opératoires.

Dans un premier temps, les résultats ont permis de démontrer que 1'état

physiologique des cellules au moment de linfection s’avere un facteur
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déterminant pour la productivité des cultures. Ainsi, de bonnes productions
spécifiques ont été atteintes pour des cultures présentant des valeurs élevées
pour les principaux flux (glycolytiques, cycle de Krebs}). Qn constate également
une augmentation significative de ces flux durant les 24 heures suivant

Vinfection.

A Yinverse, une culture opérée sous des conditions similaires mais infectée a
plus haute densité se caractérise par une activité métabolique réduite et donne

lieu & un piétre rendement.

Les travaux ont cependant montré qu'il est possible de contrer cet effet de la
densité cellulaire en modifiant le régime d’alimentation. Ainsi, en doublant le
taux de perfusion (1 volume/j versus 0.5 volume/j), il est possible d’obtenir un
profil de flux métaboliques similaire pour une densité d'infection deux fois plus
élevée (4x106 cellules/mL vs 2x106 cellules/mL). Ce faisant, on se trouve a
maintenir la production spécifique et cela se traduit par une concentration finale

deux fois plus élevée.

L’analyse a permis également de conclure que la glutamine et les autres acides

aminés semblent ne pas jouer un role aussi prépondérant, ou du moins leur
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influence est noyée dans le bruit de mesure, aucune différence notoire n'ayant

été notée en pré et en post-infection.

Pour optimiser 'opération d’un bioréacteur, il importe de connaitre l'effet des
différentes variables sur le métabolisme des cellules et, préférablement, ceci doit
pouvoir se faire en ligne afin d’accélérer le développement du procédé.
Traditionnellement, le suivi et le controle des bioprocédés reposent sur des
variables facilement mesurables telles le pH, la concentration de certains
nutriments ou la consommation d’oxygene. Bien qu'utiles, ces variables ne

procurent qu'une indication partielle sur le métabolisme des cellules.

Les résultats confirmant l'importance de l'état physiologique et laissant
entrevoir qu’on puisse moduler ce dernier par le taux de perfusion, un autre
objectif de cette thése était de concevoir une approche permettant d’estimer en
ligne les flux intracellulaires. Cette contribution est originale dans la mesure ou
elle n’a été appliquée que pour des modéles métaboliques trés simples dans le

cas des cultures microbiennes et jamais pour des cellules animales.

L’approche proposée repose sur l'estimation du taux de croissance a partir

d’une mesure en-ligne de la capacitance, ce qui permet d’évaluer les taux
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biosynthétiques a partir de la composition de la cellule. Les taux de
consommation et de production sont estimés grace a un filire de Kalman et a
partir de mesures journalieres des concentrations de nutriments et de

métabolites extracellulaires.

Connaissant la distribution des flux métaboliques en cours de culture, on est
plus & méme d’évaluer en détail I'état physiologique des cellules. Ceci est
d’autant plus important que les résultats ont montré que le métabolisme
cellulaire est modifié a mesure que les conditions changent dans le bioréacteur.
Le taux de production d’ATP s’avérant un bon indicateur qui reflete l'activité
métabolique globale des cellules, il est suggéré d'utiliser ce parametre comme

critére afin de déterminer le moment opportun pour procéder a l'infection.

Les résultats obtenus démontrent également qu'en ajustant le taux
d’alimentation, il est possible de maintenir les cellules dans un certain état
physiologique (caractérisé par des flux constants) et ce, méme pour des densités

cellulaires accrues.
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Perspectives, contraintes et nouvelles voies de recherche

Les travaux effectués dans le cadre de cette thése ouvrent la voie vers une
nouvelle approche du contrdle des bioprocédés. En effet, jusqu'a ce jour, la
plupart des stratégies visaient a manipuler certaines variables (débits, pressions,
etc) de facon a maintenir un environnement constant autour des cellules.
Désormais, en connaissant en ligne I'état physiologique des cellules, cela laisse
envisager la possibilite de manipuler le milieu de fagon & maintenir un état

physiologique propice a la croissance et a la production.

Méme si 'analyse des flux métaboliques permet de mettre en évidence les effets
des conditions environnementales et opératoires sur le métabolisme des
cellules, plusieurs fravaux sont encore nécessaires pour établir des relations de
causalité et véritablement contrdler la réponse physiologique des cellules.
Seulement alors pourra-t-on concevoir et implanter une véritable stratégie de

contrdle.
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L’approche développée ici est générique et pourrait s’appliquer pour tout autre
type de cellules ou tout autre produit d'intérét (par exemple pour étudier la
production d’anticorps avec des cellules hybridomes). Les principales
limitations de la démarche sont liées a la disponibilité de l'information au sujet
de la lignée cellulaire employée. En effet, 'implantation d'une telle stratégie
présuppose que les voies métaboliques et la composition de la cellule soient
connues au préalable. Or, l'élaboration d'un modéle suffisamment fiable
demande beaucoup de temps ce qui peut aller a l'encontre du bénéfice

recherché, a savoir le développement accéléré d’un bioprocédé.

Cependant, avec le perfectionnement et le raffinement des techniques de
mesures et d’analyse, on assiste a un intérét croissant pour l'approche
intracellulaire, ce qui se traduit par la multiplication des modeles métaboliques,
désormais disponibles pour une multitude de cellules mammiféeres

(hybridomes, CHO, HEK-293, Hepatocytes, etc).
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Bien que l'analyse des flux génére beaucoup d’informations, la finesse de celles-
ci peut étre un aspect assez contraignant pour mesurer la réponse
physiologique. En effet, certains flux étant tres faibles, il devient impossible
d’observer des tendances en regard de la grandeur des incertitudes en jeu. C'est
une caractéristique inhérente aux bioprocédés, mais qu’il faut réduire au
maximum pour améliorer 'analyse des flux intracellulaires. L'erreur associée a
I'évaluation des flux est attribuable a celle des mesures, mais également liée a
I'exactitude du modéle métabolique. Une recommandation importante est donc
d’augmenter a la fois le nombre et la qualité des mesures. L'emploi de cultures
opérant en continu est particuliérement souhaitable pour lidentification des
principaux parametres cinétiques et de la composition de la cellule. Une plus
grande précision sur les flux exige également une consolidation du modéle
métabolique. Cela peut se faire entre autres par le biais de mesures obtenues par
différentes techniques : résonance magnétique, spectroscopie de masse, etc. Ces
mesures permetirait de poser des contraintes supplémentaires et augmenterait
le nombre de mesures redondantes disponibles pour l'analyse et la détection

des erreurs.
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