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The influence of factors on baculovirus/insect cell system productivity

Summary

The baculovirus expression vector system (BEVS) is a powerful tool for the
heterologous protein production. The productivity of BEVS depends on: insect
cell lines and their growth parameters, medium composition, multiplicity ofin-
fection (MOI), time of infection (TOI), quality ofviral inoculum and scale of culti-
vation. The factors influencing foreign gene expression level in BEVS - were
the subject of the presented review.
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1. Wstep

Rosnace zapotrzebowanie na szczepionki antywirusowe, hor-
mony wzrostowe, interferony i enzymy metaboliczne dla celéw
farmaceutycznych, weterynaryjnych i diagnostycznych wywotato
koniecznos¢ poszukiwania bezpiecznych i wydajnych systemow
ekspresyjnych do ich produkciji, jednym z takich systeméw jest
uktad komorek owadzich i bakulowiruséw (BSE). Atrakcyjnosé
bakulowiruséw zaréwno jako bioinsektycydow, jak i wektorow
ekspresyjnych, zwigzana jest przede wszystkim z ich bezpieczen-
stwem dla ludzi, zwierzat wyzszych i roslin. Ponadto, z biotech-
nologicznego punktu widzenia, BSE wykazuje wiele innych cen-
nych wiasciwosci, takich jak: duza pojemnos¢ insercyjna ge-
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nomu bakulowirusowego; mozliwos¢ jednoczesnej ekspresji kilku heterologicznych
genow; wydajna biosynteza obcych biatlek warunkowana silnymi promotorami: po-
liedrynowym lub biatka plO, wysokie prawdopodobienstwo uzyskania biatka aktyw-
nego biologicznie poprzez jego prawidtowe i kompletne modyfikacje potranslacyj-
ne (1). Duza popularnos¢ bakulowirusowego systemu ekspresyjnego znalazta odbi-
cie w ogromnej ilosci bialek réznego pochodzenia produkowanych przez komorki
owadzie na skutek infekcji bakulowirusowej. W 1997 r. liczbe zrekombinowanych
biatek uzyskanych w BSE oszacowano na ponad 600 (2). Na podstawie przeprowa-
dzonych w ostatnich fatach badaniach wskazuje sie na mozliwos¢ wykorzystania
zmodyfikowanych genetycznie bakulowirusdw do ekspresji heterologicznych ge-
néw w komoérkach ssakdw. Ze wzgledu na nietoksyczny charakter oddziatywania
oraz brak ekspresji genéw wirusowych w komoérkach ssakéw zwigzana z wysoka
owadospecyficznoscia bakulowirusowych promotoréw transkrypcyjnych, istnieje
mozliwos¢ stosowania bakulowirusowych wektoréw ekspresyjnych w terapii geno-
wej (3,4).

Zastosowanie uktadu zrekombinowane bakulowirusy/komérki owadzie do wiel-
koskalowej produkcji biopreparatu wymaga przeprowadzenia szeregu pracochton-
nych badan podstawowych. Wstepne badania optymalizacyjne nad BSE prowadzone
w skali laboratoryjnej dotyczag przede wszystkim: 1) wyboru odpowiedniej linii ko-
morkowej, zdolnej do efektywnej syntezy biologicznie aktywnego heterologiczne-
go biatka, 2) okreslenia dawki wirusa i czasu infekcji zapewniajacych maksymalny
poziom ekspresji obcego genu, 3) doboru pozywki hodowlanej oraz poznanie zna-
czenia poszczegoélnych sktadnikéw pokarmowych dla metabolizmu komdérkowego
przed i po infekcji wirusowej, 4) okreslenia przydatnosci r6znych metod i systemoéw
hodowli do produkcji i oczyszczania biopreparatu.

W przedstawianej pracy wyszczegolniono podstawowe czynniki decydujgce
0 produktywnosci opisywanego systemu ekspresyjnego. Przy czym doktadnie omoé-
wiono podstawowe parametry hodowti podlegajgce szczegoOtowej analizie przy
opracowywaniu technologii produkcji - rekombinowanych biatek.

2. Owadzie linie komoérkowe

Duze zainteresowanie owadzimi kulturami tkankowymi spowodowato gwattow-
ny wzrost liczby ciggtych linii komérkowych. Do chwili obecnej wyizolowano ponad
400 linii pochodzacych z owadow rzeddw: Lepidoptera (motyle), Hymenoptera (bton-
kéwki), Orthoptera (prostoskrzydie), Diptera (muchdwki), Homoptera (pluskwiaki)
i Coleoptera (chrzgszcze). Uzyskane kultury komérkowe pochodzg z réznych tkanek:
hemocytéw, jajnikéw, jader, jelita czy ciata ttuszczowego oraz ze wszystkich sta-
didw rozwojowych owadéw: zarodkow, jaj, larw i postaci dojrzatej (5). Do najcze-
Sciej stosowanych linii owadzich nalezg przede wszystkim komérki Spodoptera frugi-
perda (Sf-9 i Sf-21), Trichoplusia ni (Tn-368 i High-Five™BTI-TN-5BI-4) oraz Bombyx
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mori (Bm-5). Kierunki zastosowania powszechnie uzywanych komoérek owadzich
oraz ich dokladniejszy opis przedstawiono w tabeli.

Tabela

Owadzie linie komoérkowe i ich zastosowanie w biotechnologii (5,69,70)

Linia komoérkowa Pochodzenie Nazwa Zastosowanie
Sf-9 i Sf-21 Spodopterafrugiperda mol bawetniany rekombinowane biatka,
bioinsektycydy
Tn-368 Trichoplusia ni blyszczka kapusciana rekombinowane biatka,
BTI-Tn5BI-4 bioinsektycydy
UCR-Se-1 Spodoptera exiqua Swiattotébwka naziemnica bioinsektycydy
1ZD-MB0503 Mamestra brassicae pietnéwka kapustnica rekombinowane biatka,
bioinsektycydy
Bm-5, BM-N Bomby'x mori jedwabnik morwowy rekombinowane biatka,
bioinsektycydy
Autographa califomica séwka kalifornijska bioinsektycydy
IPLB-LEIlta Lymantria dispar brudnica nieparka bioinsektycydy
Hz-AM Heliothis zea stonecznica kukurydziana bioinsektycydy
IPLB-HVTI Heliothis virescens sfonecznica tytoniowa bioinsektycydy
S2 Drosophila melanogaster ~ muszka owocéwka rekombinowane biatka
Aedes albopictus, komar lesny szepionki,
Aedes aegypti komar przenoszacy z6ttg febre antygeny arbowirusowe
IBL-SLOIA Spodoptera liiura sowka tytoniowa bioinsektycydy

Owadzie linie komérkowe wykazujg wiele cennych - z punktu widzenia bio-
technologii - cech, m.in. naturalng zdolnos¢ do nieograniczonych podziatéw, moz-
liwos¢ wzrostu w hodowlach jednowarstwowych i zawiesinowych, bez koniecznosci
immobilizacji na nosnikach, szybkie i poréwnywalne tempo wzrostu na pozywkach
z dodatkiem i bez dodatku surowicy, a takze duze zdolnosci adaptacyjne, umozli-
wiajgce stosowanie réznych metod hodowlanych i technik bioreaktorowych. Zdecy-
dowanie niepozgdang wtasciwoscig linii owadzich jest tendencja do zmiennosci ge-
netycznej, co stwarza koniecznos$¢ ich zabezpieczania i przechowywania w wielu
kopiach w atmosferze ciektego azotu (6).

Ze wzgledu na znaczgce réznice pomiedzy poszczegolnymi liniami komdrkowy-
mi, zwigzane z odmiennym zrédtem pochodzenia, zréznicowang podatnoscia na in-
fekcje i zdolnoscig do ekspresji genéw wirusowych, wybor najbardziej efektywne;j li-
nii powinien by¢ dokonany empirycznie. Linig komoérek owadzich, polecang przez
niektérych autoréw do ekspresji heterologicznych gendéw jest linia uzyskana z ho-
mogenatéwijaj blyszczki kapuscianej Trichoplusia ni, klon popularnie nazywany High
Five. Stwierdzono, ze ekspresja obcego biatka w komoérkach linii High Five jest 4-, 7-
i 23-krotnie wyzsza niz w powszechnie stosowanych w BSE komodrkach Sf-9 (7-9).
Wartosciowym systemem produkcyjnym dla BSE okazaly sie réwniez komorki Dro-
sophila S2, z wykorzystaniem ktorych otrzymano tak samo wysokie produktywnosci
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zrekombinowanych biatek, jak w przypadku zastosowania komérek pochodzacych
od owaddw z rzedu Lepidoptera. Bakulowirusowa infekcja Drosophila S2 nie prowa-
dzi do lizy komorek, jak ma to miejsce przy infekcji innych linii komérkowych. Ta
cenna whasciwos¢ opisywanego uktadu ma wazne znaczenie dla produkcji biatek la-
bilnych, potranslacyjnie modyfikowanych, wrazliwych na dziatanie enzyméw prote-
olitycznych (10).

2.1. Powinowactwo bakulowirus/komoérka owadzia

Bakulowirusy wykazujg rézny stopieh powinowactwa do owadzich linii komoér-
kowych, co wyraza sie w zrdznicowanej szybkosci wigzania wiruséw z powierzch-
niowymi receptorami komorek. Ze wzgledu na fakt, ze jeszcze nie w pelni sg pozna-
ne wirusowe czynniki odpowiedzialne za wigzanie do powierzchni komorki, trudne
sg do zidentyfikowania komplementarne do nich blonowe receptory komaérek owa-
dzich (11).

W badaniach prowadzonych nad przyczepianiem sie i wnikaniem formy BV do
komérki wrazliwej wykazano, ze prawdopodobnie czynnikiem wigzacym bakulowi-
rusa do powierzchni komorki owadziej jest biatko gp64, tworzgace wirusowe peplo-
mery(12). Glikoproteina gp64 jest syntetyzowana w zainfekowanej komérce 6 go-
dzin 30 infekcji, podlega procesom glikozylacji i niekiedy fosforylacji. Nastepnie
odktadana w btonie komérkowej ma zdolnos¢ do agregaciji w tetramery. Przypusz-
cza sie, ze zdolnos$¢ do tworzenia agregatéw moze mie¢ duze znaczenie dla funkciji
tego biatka (11). Wirus przechodzgc przez blone komdérkowa uzyskuje otoczke wraz
z biatkiem gp64.

Na efektywno$¢ wigzania wirus-komérka oraz kinetyke procesu infekcji majg
wplyv/ czynniki fizykochemiczne, takie jak: temperatura, pH, obecnos¢ specyficz-
nych przeciwciat oraz jonéw Mg”+ (11). Zakwaszanie endosomu prowadzi do
inicjazji fuzji otoczki wirusa z btong endosomalng i uwolnienia nukleokapsydéw do
cytop azmy. Przeciwciata specyficzne do gp64 nie blokujg procesu adsorpcji wirusa,
ale ograniczajg jego infekcyjnos¢. Takze inhibitory, zapobiegajace zakwaszaniu en-
dosondéw, powodujg ograniczenie infekcyjnosci wirusa, co wskazuje na fakt, ze gli-
koprcteina gp64 jest biatkiem fuzyjnym zaleznym od pH (13). Empirycznie udowod-
nione réwniez, ze przy wigzaniu czastek wirusa do komérek owadzich posrednicza
powierzchniowe receptory komorkowe.

W wyniku przeprowadzonych dos$wiadczern Hammer i in. (11) stwierdzili r6zne
szybkosci przyczepiania wirusa do réznych owadzich linii komérkowych. W hodow-
lach jednowarstwowych najwieksza szybkos$¢ wigzania wirusa AcNPV i infekcji wyka-
zywaty komorki TN5B1-4 (High Five™), nizszg komarki TN-368, a najnizsza komorki
Sf-9. jczba efektywnych miejsc wigzania AcCNPV do komérek TN5B1-4 (High Five™)
oszacowano na 6xl0"komérke. Podczas analizy zdje¢ zainfekowanych komorek
High -ive, wykonanych pod mikroskopem elektronowym, dowiedziono, ze w zwiaz-
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ku z zasiedleniem przez wirusy catej dostepnej powierzchni komorek, liczba przy-
czepiajagcych sie czastek wirusa do btony komoérkowej jest limitowana nie tylko
przez liczbe dostepnych miejsc receptorowych, ale przede wszystkim przez wiel-
kos¢ powierzchni i uwarunkowania geometryczne komoérki (11).

3. Warunki hodowli komoérek owadzich

Naturalne srodowisko wzrostu komoérek owadzich jest SciSle zdeterminowane
przez ich udziat w metabolizmie tkankowym. Poszczegdine rodzaje komorek podle-
gaja réznicowaniu i sg zalezne od sktadnikdw wytwarzanych przez inne czesci orga-
nizmu. Odnosi sie to zaréwno do sktadnikéw odzywczych, jak i czynnikéw regula-
cyjnych. Oznacza to, ze hodowla komoérek owadzich w warunkach in vitro jest mozli-
wa tylko, wowczas gdy stworzone zostanie odpowiednie srodowisko wzrostu. Do-
tyczy to parametréw fizykochemicznych hodowli, mianowicie cisnienia osmotycz-
nego, pH i temperatury oraz odpowiedniego odzywiania.

3.1. Pozywki hodowlane

Pozywki powszechnie stosowane do hodowli komoérek owadzich opierajg sie na
recepturze opracowanej w 1962 r. przez Grace’a (14). Modyfikacjami pierwotnej
pozywki Grace'a sg pozywki: TNM-FH, zawierajgca w swym skladzie ultrafiltrat eks-
traktu drozdzowego (3,33 g/l) i hydrolizat laktoalbuminy (3,33 g/l) oraz TC-100
i IPL-41. Wymienione ptyny hodowlane wzbogacane sg 5-20% dodatkiem surowicy,

jednym z gtéwnych sktadnikédw energetycznych pozywek jest glukoza wyste-
pujaca w ilosci 0,7-1,0 g/l. Inne weglowodany, takie jak fruktoza, trehaloza i sacha-
roza majg mniejsze znaczenie dla proliferacji komérek, a ich konsumpcja rozpoczy-
na sie zazwyczaj dopiero po wyczerpaniu glukozy (15). Duzy dodatek sacharozy sie-
gajacy 26 g/l zwigzany jest z utrzymaniem odpowiedniego chemicznego potencjatu
wody w pozywce.

Do aminokwasow zawartych w ptynach hodowlanych naleza: L i (3-alanina, L-argi-
nina, L-asparagina, L-cystyna, glicyna. L-histydyna, L-leucyna, L-izoleucyna, L-lizyna,
L-metionina, L-fenyloalanina, L-prolina, L-treonina, L-tryptofan, L-tyrozyna, L-walina.
Szczegblng role w metabolizmie komérek owadzich, podobnie jak wszystkich ko-
morek zwierzecych, spetnia glutamina, ktra jest waznym zrodiem energii oraz pre-
kursorem syntezy nukleotydéw. Niedobory podstawowych aminokwaséw moga in-
dukowac¢ uszkodzenia chromosomow i hamowa¢ podziaty komérkowe (16). W bada-
niach metabolizmu komérek owadzich wykazano, ze najszybciej wyczerpywana jest
glutamina, i jako czynnik ograniczajgcy wzrost komérek powinna by¢ uzupetniana
w czasie hodowli. Produktem przemiany glutaminy jest alanina, zwykle gromadzaca
sie w pozywce hodowlanej, i amoniak, metabolizowany przez komérki owadzie do
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kwasu moczowego (6,17). Sposrdd innych aminokwaséw dobrze wykorzystywana
jest seryna (60%), leucyna (50%) i tyrozyna (50%). Pozostate aminokwasy zuzywane sg
w ilosciach mniejszych niz 40% poczatkowej ich zawartosci w pozywce (15).

Zawarto$¢ soli mineralnych w ptynach hodowlanych pozwala na utrzymanie po-
zgdanego cisnienia osmotycznego oraz odpowiedniego potencjatu btony komaorko-
wej. Obecnos¢ w pozywce jondw wapnia, magnezu, sodu, potasu, chlorkow, fosfo-
ranow, siarczanéw i weglandéw jest waznym czynnikiem stymulujgcym przemiany
0 znaczeniu globalnym dla metabolizmu komérkowego (16,18). Dodatek wodoro-
weglanu sodu (0,35 g/L) zapewnia wystarczajgca dla komérek owadzich ilos¢ dwu-
tlenku wegla oraz wptywa na utrzymanie optymalnego pH w czasie hodowli.

Pozywki do kultur owadzich zawierajg Sladowe ilosci witamin z grupy B (biotyna,
pantotenian wapnia, kwas foliowy, niacyna, pirydoksyna, ryboflawina, tiamina -
0,02 mg/L), ktére petnia role sktadnikéw koenzymow w reakcjach enzymatycznych.
Obecne w podstawowej recepturze chlorek choliny i inozytol nie sg katalizatorami
reakcji, lecz stanowig substraty do syntezy fosfolipidéw bton komoérkowych (16).

Ze wzgledu na wysokie ryzyko zakazernn mikrobiologicznych, szczegdlnie w ho-
dowlach wielkoskalowych, do pozywek dodawane sg antybiotyki. Powszechnie uzy-
wane substancje przeciwbakteryjne to: gentamycyna, penicilina, streptomycyna i ka-
namycyna. Dodatkowo gentamycyna i kanamycyna chronia hodowle przed zakaze-
niami mykoplazmami. Jako czynnik fungistatyczny stosowana jest nystatyna lub am-
foterycyna (1).

Gléwne znaczenie czynnikow hodowlanych do wykorzystania komérek owadzich
w BSE przyczynito sie do rozwoju prac nad ulepszeniem starych, stosowanych od lat
60.-70., podtéz oraz nad opracowaniem nowych, doskonalszych receptur pozwa-
lajacych na lepszy rozwdj kultury i obnizenie kosztow hodowli. W chwili obecnej
istnieje szereg handlowo dostepnych pozywek, wsréd ktérych wyrdznia sie dwie
podstawowe kategorie; pozywki wymagajgce i nie wymagajgce dodatku surowicy.

3.1.1. Pozywki z surowicg

Pierwsze pozywki do hodowli komérek owadzich wymagaty dodatku owadzich
ptynéw ustrojowych. Ze wzgledu na trudnosci z uzyskaniem wigkszej ilosci owa-
dziej hemolimfy, szybko zastgpiono ja surowicami kregowcéw, a w szczegoélnosci
surowica bydleca (5). Surowica dodawana do pozywek w ilosci 5-20% jest bogatym
zrédtem sktadnikéw odzywczych i regulatorowych. Dzieki duzej zawartosci hormo-
now i polipeptydowych czynnikéw wzrostu stymuluje ona proliferacje komorek.
Obecnos¢ embrionalnego czynnika wzrostowego, duza zawartos¢ fetuiny i biotyny
oraz zmniejszona ilos¢ ttuszczu i gamma-globulin sprawiajg, ze jedng z najlepszych
i najczesciej stosowanych surowic jest bydleca surowica ptodowa (FBS). Wiele cen-
nych substancji zawartych w surowicy m.in. przeciwutleniacze, antytoksyny czy in-
hibitory proteaz, sprawiajg, ze jest ona cennym sktadnikiem pozywek spetniajacym
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nie tylko funkcje odzywcze, ale réwniez ochronne. Ponadto, surowica stanéw nos-
nik dla substancji nierozpuszczalnych w wodzie, takich jak tluszcze. Ze wzgledu na
duza pojemnos¢ buforowg wplywa na stabilizacje pH hodowli, a takze poDrzez
zwiekszanie lepkosci ptynu hodowlanego chroni komérki przed stresem mechanicz-
nym. Biorgc pod uwage wszystkie zalety surowicy, jej obecnosé w pozywce ma
niewatpliwie duze znaczenie dla zywotno$ci i stanu odzywienia kultury komarko-
wej (16,18,19).

Mimo szeregu zalet surowicy coraz czesciej dazy sie do jej catkowitego wyelimi-
nowana z pozywek. Decyduje o tym wysoka cena, ktéra znacznie podnosi kosz: pro-
ceséw biotechnologicznych. Ponadto, dodatek surowicy zwieksza ryzyko zakazen
mikrobiologicznych przez mykoplazmy oraz utrudnia separacje i oczyszczanie pre-
paratow biatkowych, co jest szczegoélne dotkliwe przy produkcji zrekombinowanych
biatek, wydzielanych na zewnagtrz komorek.

Od wielu lat prowadzi sie badania nad skladem jakosSciowym i iloSciowym suro-
wicy. Na podstawie wynikéw tych doswiadczen opracowano pozywki hodowlane za-
wierajgce substytuty surowicy zapewniajgce prawidtowy wzrost komoérek in vitro.

3.1.2. Pozywki bez surowicy

Wsréd pozywek nie wymagajacych dodatku surowicy wyrdznia sie pozywki ni-
skobiatkowe (Ex-Cell 400™, Ex-Cell 401™) i nie zawierajgce biatek (Sf900, Sf900 II).
Sktad pozywek i rodzaj suplementu zalezy od przeznaczenia i skali hodowli oraz
kierunku wykorzystania BSE. Odmienne moga by¢ wymagania dla wzrostu komérek
nie infekowanych, dla replikacji bakulowirusa czy ekspresji genéw wirusowych i pro-
dukcji zrekombinowanego biatka (20).

Pozywki bezsurowicze, oprocz podstawowych skiadnikéw, powinny by¢ wzboga-
cone w substancje bedace substytutami surowicy, takimi jak: nasycone i nienasyco-
ne kwasy tluszczowe, sterole (np. cholesterol), przeciwutleniacze (tokoferole, eta-
nolamina), prekursory btonowe (monotioglicerol) i powierzchniowo czynne polime-
ry (alkohole polihydroksylowe typu Pluronic F-68, metyloceluloza. Tween 80. Do-
datkowo, pozywki bezsurowicze zawierajg w zwiekszonej ilosci kwasy organiczne
i witaminy, szczeg0lnie z grupy rozpuszczalnych w wodzie (20,21). Czesto do pozy-
wek bezsLirowiczych dodaje sie rowniez hydrolizaty biatkowe (baktopepton, bakto-
tryptoze, hydrolizat laktoalbuminy) i ultrafiltrat ekstraktu drozdzowego. Hydroliza-
ty bialkowe i ekstrakty drozdzowe stanowig cenne zrédio dobrze przyswajalnych
matych peptyddéw i wotnych aminokwasOw. Autolizaty drozdzowe sg dodatkowo
nosnikiem witamin, szczegdlnie z grupy B, nukleotyddw i innych waznych skfadni-
kéw pokarmowych (20,22).

W przeprowadzonych badaniach nad hodowlami kultur owadzich wykazano du-
zg zdolno$¢ adaptacyjng linii komdérkowych do wzrostu w pozywkach nie zawie-
rajgcych surowicy. Stwierdzono réwniez, ze kinetyki wzrostu komaorek rosnacych
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w pozywkach z dodatkiem i bez dodatku surowicy sg poréwnywalne zaréwno w ho-
dowlach jednowarstwowych, jak i zawiesinowych (20). Obserwacje te zostaty takze
potwierdzone w hodowlach na duzg skale (23,24). Pomimo wielu do$wiadczen prze-
prowadzonych nad optymalizacjg warunkéw hodowli i doborem pozywek nie moz-
na jednoznacznie okresli¢, ktdre z nich sg przydatne do uzyskania wysokiego pozio-
mu replikacji wirusa i ekspresji obcych genéw. Odmienne rezultaty badar uzyskane
przez réznych autorow przy produkcji zrekombinowanych biatek i bakulowiruséw
z wykorzystaniem tych samych pozywek hodowlanych, wskazuja na koniecznos¢ ich
eksperymentalnego wyboru.

Lynn (1999) poréwnywat namnazanie wirusow AcMNPV i LAMNPV w linii komor-
kowej Limantria dispar IPLB-LdElta hodowanej w dwéch pozywkach TC-100 z dodat-
kiem surowicy i Ex-Cell 400™. Autor stwierdzit wyzsza produktywnos¢ wirusa
LAMNPV w podiozu z surowicg niz bez surowicy, czego nie zaobserwowat w przy-
padku wirusa ACMNPV. Lynn (1999) otrzymat réwniez zwiekszona iloS¢ wirusa
LAMNPV uzyskanego przy zmianie pozywki w momencie infekcji z Ex-Cell 400™ na
TC-IOO i odwrotnie (25).

Weiss i in. (20) stwierdzili wyzszy poziom produkcji (3-galaktozydazy w komor-
kach Sf-9 i Tn-368 w pozywkach bezsurowiczych SF-900 i SF-900 Il niz w pozywce
Grace’a z 10% dodatkiem surowicy. Autorzy prac nad synteza P-galaktozydazy w BSE
wskazali na intensywne pobieranie podstawowych sktadnikéw pozywek bezsurowi-
czych (glukozy, glutaminy i innych aminokwaséw, tluszczy, kwasoéw organicznych,
witamin). Szybkie zuzycie substancji pokarmowych w hodowlach bez dodatku suro-
wicy stwarza konieczno$¢ wymiany zuzytej pozywki na swiezg lub dodatku poszcze-
golnych jej sktadnikéw, np. w formie ultrafiltratu ekstraktu drozdzowego, mieszani-
ny aminokwasow czy wielosktadnikowych koncentratow (23,24,26).

Obok szeregu zalet wynikajgcych z zastosowania w BSE pozywek bezsurowi-
czych istniejg rowniez pewne niekorzystne zjawiska, jednym z nich jest zwiekszona
wrazliwos¢ komoérek utrzymywanych na podiozach nie zawierajgcych surowicy na
wszelkie czynniki stresowe, jak wirowanie, zamrazanie dla ich dtugoterminowego
przechowywania, sity hydrodynamiczne wystepujace w bioreaktorach, obecnos¢ an-
tybiotykdw i toksycznych metabolitow (1). Kolejnym niepozadanym efektem zasto-
sowania pozywek niskobiatkowych, stwierdzonym w przypadku niektorych syste-
moéw bakulowirusowych, jest niekompletna modyfikacja potranslacyjna zrekombi-
nowanych biatek, co uniemozliwia uzyskanie biatka identycznego z jego naturalnym
odpowiednikiem. Niepetne modyfikacje dotyczg najczesciej proceséw glikozylacji
.

Zjawiskiem o ujemnym znaczeniu dla BSE jest zaobserwowany przez Clemma
(27) tzw. ,efekt pasazowania”. Wielokrotne pasazowanie komoérek (>50 pasazy)
w pozywkach nie zawierajgcych surowicy zdecydowanie obniza ich podatno$¢ na in-
fekcje i zdolno$¢ do syntezy zrekombinowanych biatek. Clemm (27) stwierdzit, ze
najlepsze wtasciwosci posiadajg komoérki bedace pomiedzy 12. a 15. pasazem od
momentu zaadaptowania do pozywki bezsurowiczej (27).
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Mimo dos¢ szerokiej oferty gotowych pozywek, zaréwno surowiczych, jak i bez-
surowiczych, wielu badaczy prowadzi prace nad ulepszaniem starych i poszukiwa-
niem tanszych receptur. Przyktadem moze byé opracowanie przez Donaldsona i Shu-
lera (22) pozywki oznaczonej jako ISYL. Podioze ISYLjest modyfikacjg podstawowej
pozywki IPL-41, do ktérej dodano hydrolizat biatka sojowego ,Hy-Soy”, ultrafittrat
ekstraktu drozdzowego, emulsje ttuszczowo-sterolowg i Pluronic F-68. Zastosowa-
nie pozywki ISYL pozwolito autorom na uzyskanie ludzkiej alkalicznej fosfatazy na
poziomie poréwnywalnym do iloSci otrzymanej przy wykorzystaniu znacznie droz-
szej pozywki Ex-Cell 405™ (22). W wyniku badan prowadzonych przez Shih i Changa
(28) doprowadzono réwniez do stworzenia taniego, prostego podioza bedacego mo-
dyfikacja pozywki Mitsuhashi MTCM-1601 i stuzgcego do hodowli komérek Spodopte-
ra litura SL7B oraz namnazania dzikiego i zrekombinowanego wirusa AcNPV. Nowa
pozywka ISC-03 przygotowana byla na wodzie morskiej rozcienczonej 4-krotnie
wodg dejonizowang i zawierata w swym skladzie: ekstrakt drozdzowy, hydrolizat
laktoalbuminy, glukoze i fruktoze. Pozywka ISC-03 mogta by¢ sterylizowana przez
30-minutowe autoklawowanie w temperaturze 120°C. Do wyjatowionej pozywki do-
dawano surowice bydleca w stezeniu 8%. Badajgc ekspresje obcego biatka - transfe-
razy acetylochloramfenikolu oraz ilos¢ produkowanych ciat wtretowych wirusa AcNPV
w komoérkach SL7B utrzymywanych w pozywkach TNM-FH i ISC-03, stwierdzono po-
réwnywalny poziom syntezy enzymu i replikacji wirusa (28).

Nowa, nie wymagajacg dodatku surowicy, pozywka jest podtoze oznaczone przez
twoércow jako YPR. Baze dla YPR stanowi ultrafittrat ekstraktu drozdzowego i Prima-
tone® RL. Primatone® RL jest cennym Zrodtem wielu aminokwaséw i peptydoéw uzy-
skanych poprzez enzymatyczne trawienie wybranej tkanki zwierzecej. Autorzy prac
stwierdzili, ze zastosowanie pozywki YPR do hodowli komérek Sf-9 i High Five po-
zwala na osiggniecie wysokiej koncentracji komérek, wynoszacej odpowiednio 5,4
i 6,1 X 10"cm” oraz na wydluzenie stacjonarnej fazy wzrostu, ktéra czesto trakto-
wana jest jako faza produkcyjna. Produktywnos¢ objetosciowa zrekombinowanej,
sekrecyjnej alkalicznej fosfatazy w pozywce YPR wynosita 58 mg/dm” (29).

Biorgc pod uwage koszt i skale procesu, stopien trudnosci w oczyszczaniu produk-
tu i podatnos¢ biatka na procesy degradacji mozna wstepnie oceni¢ przydatnosc pozy-
wek surowiczych i bezsurowiczych. jednak wobec wielu czynnikéw wplywajgcych na
poziom ekspresji oraz trudnosci w sprecyzowaniu uniwersalnych regut, dla osiggnie-
cia wysokiej produktywnosci zrekombinowanych biatek czy uzyskania wydajnego pre-
paratu wirusowego wyboru pozywki nalezy dokona¢ eksperymentalnie (27).

3.2. Warunki fizykochemiczne hodowli
Stworzenie optymalnych warunkéw wzrostu dla kultury owadziej pozwala na

utrzymanie jej prawidtowego stanu, wysokiej zywotnosci i szybkiego tempa rozwo-
ju. Zastosowanie wtasciwej pozywki hodowlanej i odpowiednich warunkow fizyko-
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chemicznych (temperatura, pH, ciSnienie osmotyczne, stopien natlenienia) pozwala
na podwajanie populacji komoérkowej w czasie od 20 do 24 godzin (30).

Owadzie kultury komoérkowe sg zdolne do namnazania sie w szerokim zakresie
temperatur od 18 do 30°C, jednak najwiekszy potencjat wzrostu wykazujg w tempe-
raturze 27-28°C. W temperaturach ponizej 24°C i powyzej 30°C obserwowane jest
zdecydowane zmniejszenie szybkosci metabolizmu komérkowego (21,30,31). Tem-
peratury powyzej 35°C indukujg synteze zwigzanych z szokiem termicznym biatek
stresowych (21-27 kDa i 67-78 kDa) (32).

Autorzy prac nad BSE nie sa zgodni w formutowaniu wzajemnych relacji pomie-
dzy temperaturami optymalnymi dla wzrostu komorkowego, replikacji wirusa i syn-
tezy rekombinowanych bialek. Wiekszo$¢ badaczy zaktada, ze sa one jednakowe,
a co najwyzej moga wystgpi¢ miedzy nimi nieznaczne réznice (21,31,33). Reuveny
i in. (33) uzyskali zblizony poziom syntezy dwéch biatek p-galaktozydazy i glukoce-
rebrozydazy w komérkach Sf-9 infekowanych w réznych temperaturach 22, 25
i 27°C. Badacze zanotowali znaczne zmniejszenie ilosci syntetyzowanych biatek
w temperaturze 30°C (33).

Optymalne pH dla kultur owadzich jest lekko kwasne i miesci sie w zakresie
6,2-6,4. Ze wzgledu na mate wahania pH w czasie namnazania komoérek, jego kon-
trola i regulacja w hodowlach wielkoskalowych nie jest konieczna (31).

Kultury owadzie wykazuja stosunkowo duzag tolerancje na zmiany cisnienia
osmotycznego pozywki. Dougherty i in. (34) stwierdzili, ze komorki owadzie nie
ulegajg uszkodzeniu nawet przy wzroscie cisnienia osmotycznego z 50 do 450
mOsm/kg H20 w ciggu | godziny (34). Dla komérek owadzich optymalng wartosciag
opisywanego parametru jest 315-375 mOsm/kg H20 (31).

Wieloletnie doswiadczenia nad BSE wskazujg na duze znaczenie tlenu dla meta-
bolizmu i wzrostu komoérkowego. Zapotrzebowanie komérek owadzich na tlen za-
lezy od rodzaju linii komorkowej i fazy wzrostu. Szybkos¢é zuzycia tlenu przez ko-
morki T. ni (Tn-368) w fazie logarytmicznej oszacowano na 6,2 x 10’’* mola 02/ko-
moérke/sekunde, natomiast przez komoérki Sf-21 na 4,5 X 10 *» mola 02/komérke/se-
kunde (21). Natlenianie hodowli prowadzonych w matej skali, w butelkach czy na-
czyniach typu spinner, nie jest konieczne, gdyz ilos¢ tlenu znajdujaca sie nad po-
wierzchnig pozywki jest wystarczajaca dla pokrycia zapotrzebowania rosngcych ko-
morek. Problem dostarczania tlenu pojawia sie w hodowlach bioreaktorowych, szcze-
gOlnie przy duzych gestosciach komérek. Kamen i in. (35) stwierdzili, ze pobodr tle-
nu w czasie logarytmicznej fazy wzrostu jest liniowo skorelowany z iloscig zywych
komérek (35). Hugler i in. (32) pozbawiajgc catkowicie komorki Sf-9 dostepu do tle-
nu, spowodowali w ciggu trzech pierwszych godzin zahamowanie ich rozmnazania,
a nastepnie powolny spadek ich przezywalnosci. W wyniku odciecia dostepu tlenu
po 21 godzinach hodowli przezywalnos¢ kultury zmniejszyta sie do 81%, a 15% po-
pulacji komérkowej ulegto lizie. Autorzy stwierdzili rowniez, ze brak tlenu indukuje
synteze biatek stresowych (32). Niedobér tlenu (ponizej 15% nasycenia) wywotuje
réwniez intensyfikacje metabolizmu beztlenowego - glikolize, ktérej produktem
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kohcowym jest kwas mlekowy powodujgcy spadek pH pozywki (33). Optymalny sto-
pien nasycenia pozywki powietrzem zapewniajgcy catkowite pokrycie zapotrzebo-
wania rosnacych komérek na tlen oszacowano na 50% (36,37).

Wiekszo$¢ badaczy zgadza sie, ze zapotrzebowanie komdrek na tlen wzrasta po
infekcji bakulowirusami (24,33,35,38,39). W zaleznosci od typu wirusa uzytego do
infekcji, wzrost ten wynosi od 7 do 56% (38). Najwiekszy pobdr tlenu notowany jest
miedzy 3 a 15 godzing po infekcji, kiedy zachodza intensywne przemiany metabo-
liczne zwigzane z produkcjg biatlek wirusowych, replikacjg DNA i tworzeniem po-
tomnych paczkujgcych form wirusa.

Skutecznos¢ natleniania pozywki zalezna jest w duzym stopniu od procesu mie-
szania hodowli. Intensywne mieszanie pozywki generuje duze sity hydrodynamicz-
ne, powodujace uszkodzenia bton cytoplazmatycznych (40-42). Niszczenie komorek
powodowaé moga rowniez szybko wznoszace sie, pekajace i wywotujgce mate zawi-
rowania (Kotmogorowa) pecherzyki powietrza (43). W celu unikniecia napowietrza-
nia pecherzykowego opracowano specjalne bioreaktory, w ktérych transport gazéw
do pozywki odbywa sie na drodze dyfuzji czasteczkowej (np. system cell-lift). Dla
zmniejszenia bezposreniego dziatania sit Scinajgcych, proponuje sie takze zastoso-
wanie systeméw immobilizowanych, gdzie komorki owadzie sg przyczepione do
powierzchni porowatych lub widknistych nosnikéw, np. spiekanego szkla czy wio-
kien poliestrowych (44,45). Dodatkowo w celu zwiekszenia odpornosci komérek na
mechaniczne uszkodzenia stosuje sie w hodowlach bioreaktorowych dodatek sub-
stancji podnoszacych lepko$¢ pozywki, takich jak niejonowe polimery typu Pluronic
czy karboksymetyloceluloze. Negatywnym efektem intensywnego napowietrzania
jest rodwniez wzrost koncentracji wapnia wewnatrz komérek bezposrednio nara-
zonych na dziatanie stresu mechanicznego (46).

4. Parametry infekcji wirusowej

Poziom produkcji obcego biatka w BSE jest zalezny od wielu czynnikéw Srodowi-
skowych, zwigzanych zaréwno z hodowlg komérkowa, jak i procesem infekcji wiru-
sowej. Podstawowymi parametrami infekcji sa: dawka wirusa (MOI, Multiplicity ofIn-
fection), okreslajgca poczatkowg iloS¢ czastek wirusowych przypadajgca na poje-
dyncza komdrke owadzig i czas infekcji (TOI, Time ofInfection), wyrazany najczesciej
przez gestos¢ populacji komoérkowej w momencie infekcji (1,47).

Na podstawie przeprowadzonych badan nad BSE stworzono kilka modeli matema-
tycznych, opisujacych proces bakulowirusowej infekcji komérek owadzich. Shuler i in.
(48) skoncentrowali sie na opisie zjawiska replikacji bakulowirusa, ze szczegélnym
uwzglednieniem mechanizmu wigzania czastek wirusowych do powierzchni komérek
(48). Gooijer i in. (49) okreslili model przebiegu procesu infekcji w réznych bioreakto-
rowych konfiguracjach wykorzystywanych do ciggtej hodowli komérek i bakulowiru-
sow (49). Licari i Bailey (50)modelowali proces infekcji kultur owadzich w hodowlach
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jednowarstwowych, gdzie gléwnym czynnikiem limitujgcym byt brak powierzchni
do wzrostu komoérek, a nie ograniczenia pokarmowe. Autorzy pracowali réwniez nad
okresleniem interakcji pomiedzy czasem infekcji i dawka wirusa (50,51).

Dogodnym obiektem do badan nad wptywem parametrow MOi i TOI okazat sie
bakulowirus p-gal-AcNPV zawierajacy gen |3-galaktozydazy z E. coli dzialajacy pod
promotorem poliediynowym. Dogodnos¢ tego rekombinanta wynikata przede wszyst-
kim z tatwosci detekcji uzyskiwanego biatka i jego iloSciowego oznaczania poprzez
pomiar aktywnosci enzymatycznej (23,50-53). Wszyscy badacze wykorzystujacy
uktad (3-gal-AcNPV, niezaleznie od uzyskanych wynikéw, zaobserwowali wzajemne
korelacje pomiedzy dawka wirusa a fazg wzrostu komérek w momencie infekcji.

Licari i Bailey (50) stwierdzili nieznaczny wptyw MOI, ktérego wartos¢ miescita
sie w zakresie od 0,1 do 100 przy wirusowaniu komérek owadzich we wczesnej fa-
zie wzrostu logarytmicznego. Natomiast przesuniecie infekcji do fazy péznej wzro-
stu logarytmicznego i fazy stacjonarnej spowodowato zréznicowanie w poziomie
uzyskanej p-gataktozydazy przy odmiennych parametrach MOI. Maksymalng ilo$¢
produktu uzyskano przy infekcji komoérek w pdznej fazie wzrostu logarytmicznego
przy MOI wynoszgcym 100 (50). Dla hodowli na duzg skale tak wysokie MOI nie jest
korzystne, gdyz wymaga zastosowania ogromnej ilosci wirusowego inokulum. Poza
tym, wysoka dawka wirusa powoduje natychmiastowe zahamowanie podziatow ko-
morkowych i wptywa na szybki wzrost Smiertelnosci zainfekowanych komorek, za-
zwyczaj jeszcze przed osiggnieciem maksimum produkcji obcego biatka. Stwierdzo-
no réwniez, ze zastosowanie wysokiego MOI generuje produkcje defektywnych
czastek wirusowych, co znacznie obniza zaréwno ilos¢ jak i jakos¢ uzyskiwanych
produktow biatkowych (54). Wong i in. (52), Power i in. (51) oraz Bedard i in. (23)
wykazali, ze zblizony poziom produkcji p-galaktozydazy mozna uzyskac stosujgc
nizsze wartosci MOI i przeprowadzajac infekcje we wczesniejszych fazach wzrostu
komoérkowego. Infekcja komérek o duzym potencjale wzrostu przy zastosowaniu
niskiej dawki wirusa nie powodowata ograniczenia zywotnosci i pozwolita na co
najmniej dwukrotne zwiekszenie populacji komdrkowej, co pozytywnie wplyneto
na wydajnosc¢ syntezy P-galaktozydazy (23,51,52).

Kioukia i in. (53) oraz Bedard i in. (23) wykazali duze znaczenie dostepnosci
sktadnikbw pokarmowych w momencie infekcji dla wzajemnych zaleznosci pomie-
dzy parametrami MOI i TOIl. Autorzy otrzymali poréwnywalng wydajnos¢ produkciji
p-galaktozydazy przy MOI | i 50 infekujagc komorki w logarytmicznej fazie wzrostu
i jednoczesnej wymianie pozywki na Swiezg (23,53).

Na podstawie badan przeprowadzonych nad wptywem parametréw MOI i TOI na
synteze p-galaktozydazy, nie udato sie stworzy¢ uniwersalnego modelu dla produk-
cji innych obcych biatek w BSE. W wigkszo$ci przypadkéw pewne reguly i zalezno$ci
sg powtarzalne, ale nie pozwalajg na doboér optymalnej dawki wirusa i czasu infekcji
bez wykonania podstawowych dos$wiadczeri. Odmienny charakter uzyskiwanych bia-
tek i ich r6znorodne oddziatywanie na komorke gospodarza majg duze znaczenie
dla wartosci MOI i TOI pozwalajacych na osiggniecie maksymalnej wydajnosci synte-
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zy. Na przyktad Carpentier i in. (55) opisali bardzo korzystny wplyw niskich dawek
wirusa (MOI 0,005) na koncowg produktywnosc¢ objetosciowg rekombinowanych
biatek, ktére posiadajg tendencje do akumulacji w komorkach w formie nieaktyw-
nej. Tak mate inokulum wirusowe powoduje opdznienie procesu infekcji do p6zne-
go stadium fazy wzrostu logarytmicznego, charakteryzujacego sie wysoka gestoscia
populacji komorkowej i niedoborem podstawowych skfadnikow pokarmowych (55).

Podstawowe parametry infekcji - MOI i TOl - majg rowniez wplyw na poziom
aktywnosci proteolitycznej i rozktad enzymatyczny obcych biatek wewnatrz i na
zewnatrz infekowanych komorek. Cruz i in. (56) oraz Naggie i Bentley (57) stwier-
dzili, ze komoérki infekowane przy zastosowaniu wyzszych dawek wirusa (np. 10
pfu/kom.) wykazujg obnizong wewnatrzkomorkowg aktywnos¢ proteolityczng. Au-
torzy zanotowali jednak wzrost zawartosci proteaz w pozywce hodowlanej przy in-
fekcji przeprowadzonej przy duzych wielokrotnosciach MOI (56,57). Mniejsze dawki
wirusa (np. 0,5 pfu/kom.) nie indukowaly zadnych zmian aktywnosci enzymatycznej
wywotanej procesem zawirusowania (56).

Naggie i Bentley (57) stwierdzili, ze na aktywno$¢ proteolityczng w pozywce
istotny wplyw wywiera rOéwniez czas infekcji. Infekcja komérek we wczesnej i srod-
kowej fazie logarytmicznego wzrostu powodowata maksymalng zewnagtrzkomor-
kowag aktywnos¢ proteaz w 72 g.p.i. Nizszg aktywnosS¢ enzymatyczng pozywki przy
zawirusowaniu w poznej fazie wzrostu logarytmicznego autorzy wigza z przesunie-
ciem czasowym, wywotanym wolniejszym przebiegiem infekcji i p6zniejszg lizg ko-
morek. Analogiczne procesy stwierdzono w odniesieniu do aktywnosci wewnatrz-
komoérkowej, ktéra w 72 g.p.i. znacznie spadta przy infekcji we wczesnej i Srodko-
wej fazie, natomiast zachowywata sie bez zmian podczas infekcji w fazie poznej lo-
garytmicznego wzrostu (57).

Wielu autoréw w przeprowadzonych badaniach wskazywalo na bardzo silne
zwigzki jakie istniejag pomiedzy paramertrami MOI i TOI, aktywnos$cig proteolitycz-
ng oraz jakoscig i iloscig uzyskiwanych zrekombinowanych biatek w r6znych BSE.
Dlatego dobor optymalnych warunkéw infekcji i ekspresji obcych genéw jest dla
niektérych BSE trudny i czesto zwigzany z koniecznos$cig poszukiwania kompromi-
sowych rozwigzan.

5. Jakos¢ wirusowego inokulum

Jednym z czynnikéw warunkujacych skuteczny proces infekcji oraz wydajng pro-
dukcje zrekombinowanego biatka jest jako$¢ wirusowego inokulum. Swiadczy
0 tym nie tylko wysokie miano, ale réwniez obecnosé¢ zmutowanych wiruséw, tzw.
mutantdow poliedrowych (FP, few polihedra) oraz defektywnych, interferujgcych
czastek wirusowych (DIPs, defective interfering particles) (5,58).

Zawarto$¢ w inokulum nieprawidtowych czastek FP wirusa typu dzikiego powo-
duje wzrost ilosci infekcyjnych form paczkujacych BV i obnizenie wydajnosci proce-
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SU tworzenia ciat okluzyjnych wirusa. Oszacowano, ze przy infekcji z udzialem FP
liczba uzyskiwanych poliedrow na komoérke wynosi 15, co stanowi wartos$¢ co naj-
mniej o potowe nizszg niz przy infekcji z zastosowaniem standardowego wirusa MP,
zawierajgcego wiele poliedrowych ciat okluzyjnych (58). W wyniku przeprowadzo-
nych analiz restrykcyjnych zaobserwowano, ze wiekszo$¢ mutacji FP jest zwigza-
nych z insercjg komoérkowego DNA do wewnatrz genufp25 wirusowego genomu (5).
Produkcja poliedrowych mutantdéw zachodzi in vitro i indukowana jest przez wielo-
krotne pasazowanie wirusa oraz in vivo przez zakazanie larw forma BV. Nie zaobser-
wowano natomiast obecnosci mutantéw FP przy infekcji larw realizowanej przez
podawanie larwom pokarmu skazonego ciatami okluzyjnymi wirusa (5).

Seryjne pasazowanie wirusa, nawet przy niskich jego dawkach, moze wywo-
tywaé réowniez innego typu mutacje. O’Reilly i Miller (59) stwierdzili w niektérych
utomnych czastkach wirusowych delecje w regionie genu egt, kodujgcego UDP -
glukozylotransferaze specyficzng dla ekdysteroidéw, umozliwiajaca wirusowi blo-
kowanie przeobrazania owadéw (59).

Cefektywne, interferujace czastki wirusowe obserwowane sg w prawie wszyst-
kich zwierzecych systemach wirusowych i tworzg sie rowniez na skutek tzw. ,efek-
tu pasazowania”. Zmutowane czgstki zawierajg tylko cze$¢ wirusowego genomu,
zbudowane sg z normalnych strukturalnych biatek wirusowych, namnazaja sie tylko
w obecno$ci wirusa pomocniczego i specyficznie interferuja z replikujgcym homolo-
gicznym wirusem standardowym (57). Autorzy wykazali, ze nawet kilkukrotne pasa-
zowanie wirusa AcNPV moze prowadzi¢ do utraty 43% jego DNA (60)

Lier i in. (61,62), Gooijer i in. (49), Wickham i in (54) oraz Vlak i in. (63) badali de-
fektywne czastki wirusa zrekombinowanego P-gal-AcNPV i proces ich tworzenia
przez wielokrotne pasazowanie wirusowego inokulum. Autorzy stwierdzili, ze anor-
malne wirusy posiadajg genom zmniejszony o okoto 44% i majg mniejsze rozmiary,
co zostato udokumentowane i przedstawione w pracy Wickhama i in. (54). Skraca-
nie wirusowego DNA byto wynikiem delecji duzych fragmentoéw w obrebie regionu
poliedrynowego zawierajgcego gen p-galaktozydazy oraz regionu kodujgcego poli-
meraze DNA. Badacze zaobserwowali, ze zmutowane czgstki zrekombinowanego
wirusa byly niezdolne do samodzielnego namnazania i wykorzystywaty aparat repli-
kacyjny wiruséw prawidtowych. Zawarto$¢ krétszego DNA w DIPs wirusa pozwalata
im na intensywniejsze rozmnazanie i szybszg dominacje Srodowiska, co w konse-
kwencji doprowadzato do zmniejszenia miana wirusa i ograniczenia produkcji P-ga-
laktozydazy (49,54,61-63).

Przedmiotem badan byt réwniez wplyw dawki wirusa na produkcje utomnych
czgstek wirusowych. Autorzy opisali, ze zastosowanie wysokich dawek wirusa zwiek-
sza ryzyko powstawania DIPs. Natomiast niskie dawki powodujga zmniejszenie praw-
dopodobienstwa zainfekowania komorki owadziej przez dwa wirusy wadliwy i pra-
widlowy (wspomagajacy), dajac wiekszg szanse wirusowi prawidtowemu, i tym sa-
mym przyczyniajg sie do zmniejszenia procentowego udziatu zmutowanych czgstek
wirusa w hodowli (54).
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Z uwagi na duze znaczenie ,efektu pasazowania” dla wydajnosci produkcji ob-
cych biatek oraz miana i jakosci uzyskiwanego wirusa, proponuje sie stosowanie
oczyszczonego inokulum wirusowego o niskim numerze pasazu. Niestety niemozli-
we jest wyeliminowanie efektu pasazowania przy prowadzeniu hodowli metoda
ciggta. W procesach ciagtych juz po 10-20. dniach hodowli obserwuje sie znaczny
spadek produktywnosci bioreaktora (62). Alternatywa dla systemow ciagtych, po-
zwalajgcg na ominiecie negatywnego wplywu wielokrotnego pasazowania wirusa,
sg wielkoskalowe hodowle okresowe. W tym przypadku jednak duzym problemem
staje sie konieczno$¢ zastosowania duzej ilosci wirusowego inokulum o bardzo wy-
sokim mianie (54).

6. Skala hodowli

w uzyskanych wynikach badan nad BSE wskazuje sie na duze zréznicowanie
wzrostu i metabolizmu komérek owadzich w zaleznosci od skali hodowli. Odmien-
ne warunki panujgce w kolejnych naczyniach hodowlanych o coraz wiekszej pojem-
nosci decydujg o koniecznosci adaptacji komérek i optymalizacji ich wzrostu na
kazdym etapie powiekszania skali. W butelkach hodowlanych komoérki przyczepiaja
sie do powierzchni naczynia i rosng w bezposredniej bliskosci, tworzac kulture jed-
nowarstwowg. Kultury takie majg charakter stacjonarny, nie wymagajg mieszania
i napowietrzania. Posrednim naczyniem pomiedzy butelkg a bioreaktorem jest pro-
ste naczynie hodowlane wyposazone w mieszadio magnetyczne tzw. spinner. Wa-
runki przemystowej produkcji wielkoskalowej najlepiej oddaja laboratoryjne biore-
aktory umozliwiajgce mieszanie i napowietrzanie kultury, ciggle monitorowanie jej
przebiegu i automatyczne regulowanie podstawowych jej parametrow.

W studiach nad proliferacjg i metabolizmem komérek owadzich w roznej skali
hodowli, wykazano, ze najlepsze warunki srodowiskowe zapewniajace szybki i efek-
tywny rozwdj kultury panujag w hodowlach zawiesinowych o malych objetosciach
(do 2 dm”) prowadzonych w spinnerach (53,64). W badaniach przeprowadzonych
nad wydajnoscig bakulowirusowego systemu ekspresyjnego w réznej skali produk-
cji wskazano, ze najwyzsze objetosciowe produktywnosci heterologicznych biatek
i okludowanych form wirusa obserwowane sg w hodowlach stacjonarnych (64,65).
Uwaza sie jednak, ze hodowle zawiesinowe zapewniajg lepsze warunki Srodowisko-
we dla procesu infekcji wirusowej. Brak ograniczen dyfuzyjnych i swobodna ekspo-
zycja komdarkowych miejsc receptorowych to cenne witasciwosci charakteryzujace
kultury zawiesinowe (66,67). Dzieki tym zaletom szybko$¢ przytaczania czastek wi-
rusa do powierzchni komoérki wrazliwej w spinerach jest 2-3 razy wieksza niz w bu-
telkach, a proces infekcji jest bardziej skuteczny i lepiej zsynchronizowany (68). Nie-
stety niewystarczajgca ilos¢ tlenu w pozywce bedaca nastepstwem obnizonego
wspotczynnika transferu tlenu z fazy gazowej do ciektej, stres mechaniczny i hydro-
dynamiczny prowadzacy do uszkodzenia komoérek sa przyczyna ograniczonej
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i zmniejszajgcej sie w miare wzrostu skali hodowli, wydajnosci produkcji heterolo-
gicznych biatek w BSE.
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