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PRODUCCION DE AMNMTICUERFPOS
MONOCL ONALES

ANTECEDENTES . -

La preparacion de hibridomas constituys un hito en la
inmunoquimica. La primera aplicacion de esta tecnolo-
gia fue la produccion de anticuerpos monoclonales (AcM)
para remplazar en toda clase de inmunoensayos a los
anticuerpos policlionales obtenidos por medios conven-—
cionales. Es cierto que la preparacion de AcM de alta
afinidad no deja de ser una tarea labariosa, pero las
posibilidades que ellos ofrecen fueron pronto obvias
para todo el mundo. Quizd lo mas importante de los AgM
fue que nos ayudaron a comprender muchos procesos
inmunologicos y que posibilitaron el manipuleo in vitro
de los anticuerpos.

Es asi. que hace pocos afios atras. el interés comercial
de los AcM fue incrementado ripidamente. especialmente
en las areas de diagnestico. imdgenes de tumor, terapia
del cancer. etc. Se estimo gue en el afio 1990 se
invirtieron 2.7 billones de dolares: de los cuales la
mayor parte fue dirigida hacia la i1nvestigacion.

Los procedimientos de las técnicas en su gran mayoria
se encuentran basadas en las investigaciones realizadas
por Georges Koehler y César Milstein (1973). quienes
demostraron que la hibridizacién de linfocitos inmunes
de raton y células de mieloma, daba por resultado la

formacion de ceélulas hibridas las cuales podian secre-
tar inmunoglobulinas homogeneas de especificidad prede-
finida: los anticuerpos monoclonates.

La Repiblica de Bolivia a traves del proyecto: PRODUC~
CION MASIVA DE ANTICUERPOS MONOCLONALES, otorgado por
Naciones Unidas vy donde participan varios paises lati
noamericanos.ahora se suma al conocimiento de la tecnc--
jogia que hars posible que en un plano mediato pueda
llegar a producir su AcM.

ASPECTOS BASICNS DEL. PROGRAMA DE ENTRENAMIENTO PARA LA

PRODUCCION DE ANT ICUERPOS MONOCLDNALES.

1) Preparacion de medios y materiales para el cultivo
de lineas celulares de mieloma y de hibridomas.
Descongelacion y congelacién de lineas celulares.

2) Inoculacién de ratones con células de mieloma y con
hibridomas para preservar las lineas y para produ-
ccion de ascitais,

3) Deteccion de micoplasma. Metodalogtia para la
descontaminacion.

4) Estudios metabslicoa en cultijvo estacionarios para

1
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5}

6)

7)

8)

la caracterizacion de hibridomas. Incluye: velocidad
de crecimiento. consumo de glucosa. pH, y produccioén
de anticuerpos.

Métodos de inmunizacion empleados para la obtencion
de anticuerpos monoclonales.

Hibridizacién celular mediante la fusién con polie—
tilenglicol. mantenimiento de los cultivos: Prepara-
cién de PEG. de medios selectivos, procedimieato de
fusion, mantenimiento de los cultivos. clonado y
preservacion de hibridos.

Metodologias de deteccién de anticuerpos (Tamizajehi
radioinmunoensayo. hemaglutinacién. dot blot.

-

Purificacion de sobrenadante y ascitis por preci-
pitacion y cromatografia. Determinacién de la pure—
za.

ESQUEMA GENERAL DEL TRABAJO REALIZADO.

PARTE 1

.

Descongelacién de
hibridos B2C114

Recuento celular

Expansién en medio
de cultivo

T

Congelacion Inoculacion Caraterizacion Clonado

en ratones metabdlica de

linea B2C114

il ]
Produccion Macréfagosjtimocitos] O
de ascitis
I
Actividad Purificacion Determinacion
de! Ac. del Ac. de la actividad
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Imnunizacién a Descongelacion de
ratones con SQD cél. NSO
love y 20a Ratén con
inmunizacion mayor ti- Cultivo
tulo de Ac.
o
Extraccion
de sangre Obtencién 4 Mantencién Verificacion
T de Jas cél. en fase loga- de la acti-
de bazo ritmica vidad de la
Tamizaje via endégena
Determinacion Cultivo
de los titulos
de los ratones
FUSION
4, CARACTERISTICAS DELL MATERIAL DE TRABAJO,

Es necesario recalcar que todo el material de trabajo
debe estar correctamente lavado y esterilizado.

4.01.- Lavado del material usado.-
1) De ser necesario inmediatamente lavarlo con abun-
ante agua, y/o solamente sumergirlo en un recipiente
que contenga lavandina al 10%.

2) Cepillar con detergente especial y enjuagar con agua
corriente B8 veces.
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4.02.-

4.03.-

4.04.-

3) Sumergir el material en bandejas con agua destilada
(8 veces).

4) Enjuagar con agua desionizada o bidestilada 2 veces.

5) Secar el material de vidrio a 100 ‘C y el material
de plastico a temperatura ambiente.

6) Esterilizar (autoclave o radiacién gamma).

Soluciones. -

Fr e
Todas las soluciones gue seran utilizadas en los medios
de cultivo y/o que entren en contacto con las células ~
en cultivo deberan ser previamente filtradas atravez de
filtro milipor (0.22): o radiacion gamma; de esta
manera se asegura su esterilizacién.

Composicion del medio Opti-MEM.

Reduced Serum Medium
Modification of MEM (Eagles)

Componentes:

HEPES buffer

Hypoxanthine

Thymidine

Na Pyruvate

L-Glutamine

Trece Elements and Growth Factors
Phenol Red reduced to 5 mg/L
NaHCO03

Preparacion del medio Opti-MEM.

Disolver el contenido de un sobre en 900 ml de agua
bidestilada, {enjuagar varias veces el sobre) y adicio—
nar 2.4 gr. de bicarbonato de Na y 1 ml de 2 mercapto
etanol, y llevar a pH 7,2. luego enrasar a 1000 ml.
Filtrar con filtro 0.22 para su esterilizacion.

Si ha este medio se adiciona los componentes abajo
indicados (esterilizados) se denomina medio completo al
5% de suero fetal bovino.

93 m] de medio

1 ml de piruvto de Na 100 mM.

1 ml de glutamina 200 mM.

0.25 m)] de gentamicina 80 mg/ml

5 ml SFB

Este medio fue el que se utilizo para la mayoria de
los cultivos realizados en este trabajo.

.




5.01.-

6.01.-

DESCONGELAMIENTO DE CELULAS.

Las células a descongelar denominadas B2C114 son célu-
las hibridas que provienen de la fusién entre linfoci-
tos esplenicos de ratones BALB/c inmunizados con en
antigeno carcinoembrionario (anti-CEA) y células de
mieloma. Estas células B2C114 tienen la propiedad de
producir anticuerpos monoclionales dirigidos contra el
anti-CEA. y tambien producen la aglutinacion especifica
de glébulos rojos humanos portadores del antigeno A.
Las células B2C114 utilizadas fueron congeladas el 2 de
Diciembre 1988, encontrandose en viales plésticos
sumergidos en nitroégeno 1liquido.

Metodologia.-

1) Sacar el vial del tanque de nitrégeno liquido y
sumergirlo rapidamente en un recipiente con agua a ,
37 °C.

2) Una vez descongelado. empaparlo con alcohol al 70%.

3) Abrir el vial dentro del flujo laminar y recoger el
contenido con una pipeta y pasarlo a un tubo centri-
fuga.

4) Adicionar 10 ml de medio de cultivoe, centrifugar a
800 rpm durante 5 min.

5) Tirar el sobrenadante y resuspender el pellet con
una cantidad conocida de medio

6) Realizar recuento celular.
7) Sembrar y rotular.

B) Cambiar el medio cada 24 hrs aproximadainente.

RECUENTO CELULAR

Sirve para conocer el numero de células vivas y muertas
(viabilidad) que se tiene en un determinado volumen de
medio; dato por lo cual nos permite manipular las
células segun nuestros requerimientos.

Metodologia

1) Resuspender las células en un volumen conocido de
medio.

2) Tomar 50 ul y adicionar 50 ul de azul tripan . dejar
al medio ambiente por 3 min.

3) Sembrar en camara de Neubauer.




7.01.-

4) Contar las células vivas (no coloreadas*®) contenidas
en los cuadrados. Sacar un promedio. hacer la
correccion por la dilucién con el azul tripan.
Calcular las células por ml de suspension. luego
multiplicar por el volumen inicial pavra calcular el
numero total de células.

* Las células muertas han perdido su permeabilidad
selectiva y se tifien.

El siguiente recnento corresponde a las células
B2C114 descongeladas, donde el volumen total de
medio fue de 6 ml.
24 + 26 + 33 + 29 = 112 czl. vivas
+ 4 recuadros .
- 28 cel.
+ 2 dilucién 1:2

= 56 cel. 0.1 mm3
x cel ————— 1000 mm3

560 000 cel.———— 1 ml
Yy cel . ———— 6 ml

o
]

Y 3.360.000 células.

10 + 7 + 9 + 12 = 38 cel. muertas
+ 112 cel. vivas

= 150 cel. totales —-— 100 %
112 cel. vivas -————— X

x = 74.66 % de Viabilidad

A partir de este numero de células se procedio a sem—
brar en frascos de cultivo de 25 cm2, se repicaron
varias veces hasta que se realizé:

CONGEILLACION DE CELULAS B2C114.-

tina vez obtenido en los frascos de cultive una buena
cantidad de células en fase exponencial, se procedio
con una parte de ellas a congelar. con esto se conser-
van por tiempo indefinido.

Metodologfa.~
1) Desprender las células de las placas con golpe de la

mano y/o raspado con pipeta. vy t.ransvasarlo a un
tubo centrifuga con tapon.
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2)

3)

4)

5)

PR} S

Mezclar. y tomar una alicuota para recuento de célu-
las . lo restante centrigugar por 5 min. a 800xg.

Segun el resultado del recuento, resuspendar gl
pellet con medio de congelacién frio (ver textos) en
una cantidad que no exceda las 1-10* células en 1
ml.

Inmediatamente transferir 1 ml de la suspension a
cada vial de plastico frio esterilizado. rotular y
guardar a -70 °C en recipiente de tergopel.

Luego de 24 hrs. pasarlos a nitrégenoc 1iquido.

CARACTERIZACION METABOLICA DE LA LINEA B2C114 -

¥
D 1Y

8.01.—- Metodologia.-

8.02.-

1)

2)

3)

4q)

5)

6)

-

Pregasear 11 frascos T-25 estériles con 5% de CO2.

Adicionar a 10 frascos 9 ml de medio Opti—-MEM al 5%
de SFB con 1.10 S cel/ml. Mantener un frasco con-
trol (sin células).

Incubar los frascos a 37 °C en 5% de C0O2. durante 2
hrs. para obtener el equilibrio gaseoso dentro de
los frascos antes de remover la muestra.

Del frasco del dia 0, tomar 0.5 y 2 ml del sobrena-
dante y transpasarlos a un vial de plastico. y un
tubo centrifuga respectivamente. Con las alicuotas
del vial se determinara consumo de glucosa e activi-
dad, las del tubo se medira pH. El resto realizar
recuento celular y viabilidad.

Repetir el procedimiento con los frascos restantes
en los dias respectivos.

Tabular los datos y graficar los valores.

Reproduccidn de células Vs. tiempn

Datos. -

X

y

0 23 46 72 96 Hrs.

98500 112500 242500 805000 1995000 cel/ml

~
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REPRODUCCION DE CELULAS
VS TIEMPO

23
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Figura 1

Conclusion. -

En uu principio las celulas se encuentran a una baja
densidad poblacional, periodo en el cuil estas no
cuentan con todas las condiciones de crecimiento y
requieren de un periodo de readaptaciéon en el cudl no
se reproducen. Pasado este periodo las celulas comier-—
zan a reproducirse en una escala casi gradual.

Consumo de glucosa Vs. tiempo.-

Datos.-

X 0 23 46 72 94 Hrs.

Yy 0 0.08 0.32 0.92 1.71 Glu. g/!
y' 2.21 2.13 1.89 1.29 0.5 Glu. g/}
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b
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Figura 2 -

Conclusioén. -

La grafica nos indica que a partir de las 24 hrs. se
inicia el consumo de glucosa por parte de las células,
este consumo va aumentando gradualmente a medida que el
tiempo de estadia de las celulas en el medio de cultivo
va aumentando.

Consumo de glucosa Vs. numero de células.-

Datos.-

X 98500 112500 242500 805000 1995000 cel/ml

Yy 0 0.08 0.32 0.92 1.71 Glu. g/1
- Cdlculos.-
562500 cel.~——— 0.92 Glu. g/l :
14000 cel .———- b 4 x = 0.023 Glu. g/l
14000 cel .———- 0.023 Glu. g/1
100000 cel .————- X X = 0.161 Glu. g/1
130000 cel.~——~— 0.21 Glu. g/1
100000 cel .-——- X x = 0.161 Glu. g/l
562500 cel . ————— 0.92 Glu. g/1
100000 cel.-———— X x = 0.1635 Glu. g/1
1195000 cel .———-- 2.12 Glu, g/l
100000 cel ————- x Xx = 0.177 Glu. g/}
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- Conclusiones y observaciones.—

El consumc de glucosa obtenido por cada 100000 cel.
corresponderia a 0.164 g/1.;: dato que se verifico en
todos los puntos tomandose en cuenta que el numero de
cel. que se reproducen en 24 hrs. es de 562500 y consu—
men 0.92 g/1 de glucosa. tomados entre los puntos 0.32
Yy 0.92 respectivamente., Sin embargo cabe sefialar que
el procedimiento no fue dilucidado a profundidad, por
lo que no se sabe si fué el correcto.

8.05.- Viabilidad de las células Vs. tiempo.-

- Datos.~
- X 0 23 46 72 95 Hrs.
b 4 78.2 80 68.8 62.25 71.5 %

10




IVIABI.IDAD DE LASI
CELULAS VS TEMPO
100 .12
:: *ﬁ_ AR
n *\t\{ '_,4-__.«'”
80
=z SO 1.06
40
30 .04
20 } 1.02
10 -4
0 ! 1
] 23 &% 7 "
L 1]
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Figd;h 4
- Conclusion. -

o

Esta grifica nos indicaria que la viabilidad baja en
pequena proporcion a medida que las células se reprodu-

cen.

8.06.— Variacion del pH Vs. tiempo.-

VARIACION DEL TIEMPOl

VS PH

75 »
a

"-—::K-.

5

3.3

~-— o4

23

Figura 5
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x 0 23 46 72 94 Hrs.
y 7.53 7.515 7.5 7.38 7.16 pH
- Conclusion. -

Los datos obtenidos de D.O. verifican una disminucién
del pH. sin embargo la variacion en la escala de pH es
minima 1o que hace que este ensayo no pueda utilizarse
como un indicador del crecimiento de las células.

e
8.07.- Actividad del Ac. mediante hemoaglutinacién directa
indirecta ~
CTIVIDAD DEL AC. VS, TEMPO
T
; 100 4 ; E
S IO§ E
| !
\ AL
3 a8 72 *6
s
[ e it &) T o MM app. o) R i det |
Figura 6
- Datos.-
x--> 0 23 46 72 94 Hrs.
y —> 0 16 64 128 256 Dil. 1/y
y --> 0 3z 128 256 512 Dil. 1/y-
y"--» 0 0 2 4 8 Dil. 17y~




8.07. b Numero de células Vs. actividad del Ac.

NUMERO DE CELULAS VS
ACTIVIDAD DEL Ac.
100
o -
o ! -
o
[ -]
o
- 10
[ &
B =
~
s .
-
£
0.4
16 32 64 128 256
o 1/x
-8 Yiabdod
Figura 7
- Datos.-
X =D 16 64 128 256 Dil. 1/x
y —> 112500 242500 805000 1195000 cel/ml

- Conclusion. -

La produccion del Ac. va aumentando graduaimente a
medida que el numerao de células aumenta; esto se

verifica indirectamente con la actividad

8.08.- Comparacion de graficas.-

ICARACTERIZACION METABOLICAI
DE LA LNEA HBRIDA B2C114

20 2.4
,ll-—-—*r¥ __:Jgi /!*’ 2.2
1] — — 7T

14 B, 1.3
2 12 \X —/ 1.8
Ew 1.4
3 X 1.2
) IPZ A\ A
z, *4f( ~3§¥———4J

() L ! 4 ¥ 0.4

[ 23 4% 72 Y
Hrs.
~@~ Mo Cdkm —+— ghoowo B PH A VicbBdod

[gv] or /.

Figura ©
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. . 8.09.- ELISA ANTI A-B.-
A. Metodologia

a)

b)
c)
d)
f)

g)

i)
3)

k)
1)

11)

Se sensibilizé las placas con 100 ul de sustancia A-
B en buffer carbonato pH 9.6 en distintas diluciones
dejando librs una hilera de pozos para sensibilizar
con RAM diluido 1:30. (ver tabla).

Se incub6é una noche a 4 “C en camara humeda.

Se lavo 3 veces con PBS T-20 al 0.05% (sol. de
lavado).

Se bloqueé con PBS T-20 + 2% de BSA 1 hr. a tempera-
tura ambiente.

Se lavo 3 veces.

Se sembré las westras y controles en un volumen de
50 ul/pozo y se incubo en camara humeda una noche
(ver tabla)

Se lavé 4 veces.

Se adicion6é 50 ul/pozo de GAM (Goat anti mouse) “+
biotinizado diluido 1:500 en PBS T-20 + 1% BSA. y se
incubo 1 hr. a temperatura ambiente.

Se lavé 3 veces.

Se adiciono 50 ul/pozo del conjugado streptavidina -
peroxidasa diluido 1:1000 en PB5-T + 1% de BSA, y se
incubo 1 hr. a temperatura ambiente.

Se lavé 3 veces

Se adiciond 100 ul/pozo de ODP (o—felidendiamino) 1
mga/m]l en buffer citrato pH 5. y se incubo 30 min. en
oscuridad.

Se detuvo la reaccién con 50 ul/pozo de a. sulfuirio
qM.

Resultados y conclusiones.—

RAW - SUSTANCIA A-B diluida 1/x
usoor "11.0 20 40 80 160 320 640 1280-2560-5120

ANTI A

ANTI B

—ASCITIY
B2C114

 SOBRPNAD.
B2C)14

CUTTIVD

14




- — A Ly - -t = 8%

- - Se constaté reaccién positiva tanto en la ascitis como
en el sobrenadante de las células, sin embargo no se
pudo encontrar diferencia entre ambos debido a que la

concentracion utilizada fué muy alta.

- Los controles positivos (sustancia anti A - B) resulta-
ron negativos debido a que son policionales de origen
humano.

— El medio de cultivo resulto ser un buen control nega-
tivo para este ensayo.

8.10.— TNMUNO DOT ANTT A-B.-

A Metodologia empleada.-
a) Se corto la nitrocelulosa del tamafioc de una placa
de 96 pozos.
b) Se marcaron los pozos colocando el papel sobre fh
placa y presionando para que se marquen 10s con_
tornos de los pozos.

c) Se agrego 4 ul de sustancia A-B en distintas
diluciones en PBS y RAM (ver grafica). y dejar
secar a temperatura ambiente.

d) Se bloqued con PBS T-20 0.05% + 5% Molico.
e) Se lavs 5 veces en PBS T-20.

f) Paralelamente se sembraron 100 ul/pozo de las
muestras y controles diluidos en PBS T-20 + 1 % de
Molico en una placa de 96 pozos con fondo plano.
(ver tabhla)

g) Se puso el papel sobre la placa haciendo coincidir
los pozos y se cubrio con parafilm, luego se
pusieron 4 papeles filtro , se tapo la placa y se
aseguro con ganchos.

h) Se invirtio la placa y se dejo una noche a tempe-
ratura ambiente.

i) Se lavé S5 veces.

j) Se incubo con GAM biotinizado diluido 1:750 en PBS
T-20 + 1% Molico durante 2 dias a temperatura
ambiente.

k) Se lavo S veces.

1) Se incubo con el conjugado streptavidina peroxi-
dasa diluido 1:1000 en PBS T-20 + 1% Molico,
durante 45 min. a temperatura ambiente.

m) Se lavd § veces.,

n) Se agrego 100 ul/pozo de ONP 1 mg/ml + peroxido
de hidroageno y se incubo 10 min. en oscuridad.
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o) Se detuvo la reaccién por lavado con agua destila-
da.

B Resultados y Conclusiones.

RAM SUSTANCIA A-B diluida )/x
h“l“ Pﬁlo 20 40 80v. 160 320 640 12830 2540 5120
x‘

ANTI A o,

ANTI B 0.1

ASC.B2C114 ¢ ala [ a3 T2 {1 Jo-5]0.3],.,

Sb. B2C114 3{3|3]2]2]1 |o1]o.3]02 &
sv. B2 |3 1}1 Jo.5{0.4]0.2}0.1]0.1 -
sv. mso |1 n.1{0.1 | 0.1

1g. Ratén| 3 0.1{0.1{ 0.1

9.01.~-

La ascitis de las células B2Cl14 dieron reaccioén
positiva hasta la dilucién 1:5120, observandose en
ellas una disminucién gradual en 10 que se refiere a
l1a intensidad de reaccion.

E]l sobrenadauste del cultivo de estas células dio
resultado positivo hasta la dilucién 1:2560 observan-
dose de igual manera una disminucién gradual de la
reaccion.

Los controles positivos no anduvieron en este ensayo.

Como control negativo se utilizo inmunoglobulinas de
ratén normal, observandose una muy leve reaccior
positiva hasta la dilucion 1:40, sin embargo esta
reaccion podria solo deberse al ruido de fondo presen-—
te en el papel.

PRODUCCION DE ASCITIS.-

Se realizé con el ubjetivo de obtener suficiente canti-
dad de anticuerpo, de manera que permita realizar estu-
dios para su caracterizacion.

Metodologfa.-

1) Inyectar via intraperitoneal 0.5 ml de pristane
taceite minerla 2-6-10-14 tetrametilenpentadecano) a
cada raton con objeto de pre—iritar el ambiente.

2) 10 dias despues , inocular 1.10-* células B2C114 a
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cada ratén por via intraperitoneal.

3) Observar .a l1os ratones todos los dias hasta que se
encuentren con la cavidad peritoneal inchada.

4) Obtener la ascitis por puncioén con una aguja gruesa
y dejar drenar en un tubo. Agregar azida de sodio y
guardar a -70 °C.

5) Repetir el paso 4. cada vez que se vea conveniente.
hasta el momento que se note la formacion de una
masa sélida tumoral.

10. PURIFICACION DEL ANTICUERPO (Ig61) DEL LIGUIDO ASGTICO

10.01.- Precipitacidén con sulfato de amonio.-—
X3

1) Se partié de 40 ml de ascitis de B2C114 (Desconge-
lado de - 20 °C). que mostraban alto titulo de
aglutinacién

2) Se filtro inicialmente por papel Wathman para sacar
las particulas groseras (Se gvardo una alicuotal.

3) Bajo agitacion magnetica y en hielo al ascitis se
le agregé 12.52 gramos de sulfato de amonio sélido
(313 gr/it). Esta adicion se realizd lentamente
(Aproximadamente en tres horas).

4) Centrifugar a 7500 rpm durante 30 min a 4 °C.

5) Se tomé una alicuota del sobrenadante y se guardo
para el PAGE: e! resto se desecho. El pellet
resuspenderlio en 16 ml de sulfato de amonia al
50%: de igual manera que en la parte B.01-3.

6) Se centrifugn a 7500 rpm durante 33U min a 4 °C, y
se desecho el sobrenadanta. Al pellet resuspender-
1o en 15 ml. de PBS pH 7.2.

10.02.- Desalinizacion en G-25.

Se empaquets una jeringa de 20 ml con G-25, calculan-
dose luego el volumen muerto con azul de bromo fenol
(BFB). Se realizé la corrida con la ascitis y se
recolectd las fracciones que contenian el anticuerpo.
previa prueba de aglutinacién con gisdbulos rojos A.

El volumen total obtenido fué de 50 mi en PBS pH 7.2 .
Posteriormente se midié la conrcentracion proteica en

U.V. dando aproximddamente una concentracion de 10
mg/ml.

10.03.- Cromatografia de afinidad por proteina A-Sepharosa.-
- Se reconstituyo la proteina A con hutfer glicina 1.5 M
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en ClNa 3M pH 8.9. y se empaqueto en una jeringa de
2.5 ml que estaba previamente taponeada con fibra de
vidrio y papel filtro en el extremo terminal. El total
de protefna inchada fue de 2 ml. los cuales atrapan 40

mg de IgG.

— De los 50 ml de anticuerpo obtenidos por G-25. 15 ml
fueron almacenados a -70 °C. Yy los 35 ml restantes
fueron diluidos 1:3 en buffer glicina 1.5 M en CiNa 3
M pH 8.9. El volumen final obtenido fue de 105 ml,
que contienen aproximadamente 3350 mg de anticuerpo.
De este volumen se tomaron 20 ml y se corrieron en ia
columna que fue previamente lavada con buffer glicina
1.5 M pH 8.9.

- La muestra fué eluida a un flujo de 10-30 ml/hr. Se
realizé un gradiente discontinuo con buffer citrato
0.1 MapH 6 -5y 3 . Segin bibliograffa a pH 6 o
desorciona la IgGl. a 5 la IgG2a y a 4 la 1gG2b.

10.04.~- Perfil cromatogrdfico obtenido.-

o2 m
PICO )
"o 3
HOY
Mo 23 ¢ S 3
Men Qound 69 G2e. 62b
N® tubos -9 w-13 D% 12-13 n 21 R3]

- Las fracciones que contenian los picos fueron neu-
tralizados con buffer TRIS-HC1 1 M pH 8 hasta un rango
de pH entre 7 - 8 verificado con papel indicador.

- Se produjo una saturacion en la columna debido a que
se cargo un exceso de la muestira (aproximaddamente de
20 mg.).

10.05.— Determinacién de la actividad aglutinante de los
picos.

Se realizs la actividad aglutinante de los glidbulos

rojos A en placa. obteniendose los siguientes resulta-
dos:
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Tubos Ubicacién Resultado

2 -9 Pico 1 Aglutina
10 - 17 Pico 1 Aglutina
23 - 46 Pico 1 Aglutina
Sb 1 ptado. - Aglutina
12 - 13 Pico 2 Aglutina
17 Linea base Aglutina
22 - 23 Pico 3 No aglutina
30 . Pico 4 No aglutina
Asc. filtrado - Aglutina

10.06.- SDS PAGE. - ,&
Se realizo siguiendo el método de LAEMMLI. y se obtuvo

los siguientes rzsultados. -
GEL 4 GEL 2
A 2 3 $ 5 $ A 2 3 __ 5 3 (]
—an — - [ — 1 [ —3 -
| —
BN e —
— -
o = —
==
- —
- R == oma [ J
£S5 e wo— T e e alE  par .
é ;' ’
) | ~
2 9 I a b - .
T s 02 3 - A
z . .g L 5 ~ 3 - o
« & 3 s ¥ n s % 3
¥ ® K . -
¢ 43 A N I - -

10.07.- Observaciones y conclusiones.-
El revelado del gel indicaria que la ascgﬁis filtrada
presenta 7 bandas, despues de la lra presipitacién con
sulfato de amonio esta tambien presenta -7 bandas pero
se observa que estas son de menor concentracion,
indicando que en el procedimiento realizado ge elimi-
naron proteinas que no eran de nuestiro iateres. EI
non bound (pico 1) nos revelo 3 bandas, el pico 2y 3
nos revelaron a 1 banda. El pico 4 no revelo bandas,
posiblemente debido a que se encuentra 2n baja concen-
tracion. Tanto el pico 3 y 4 eluidos a pH 5 y 3 res-
pectivamente no aglutinaron; mientras que el pico 2
eluido a pH 6 dio aglutinacion positiva, confirmando
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11.

R W I

trata de la 1 ortante mencionar que
?uebggdarreve adaap gaento grmR concentrac§6n gndq

cando que el procedimiento de purificacion fué el
adecuado.

CLONADO . -

Se realiza para obtener una poblacidén celular derivada
de una célula madre. de esta manera. se asegura que
todas las células hijas tengan ideéentica informacion
genética. lo que d& lugar a la produccién de los AcM.
Pero para que una sola célula pueda proliferar en el
medio de cultivo requiere de una cooperacién celular
(contact.o celular. transferencia de nutrientes y ccros)
los cuales tratan de ser adquiridos de las células
alimentandoras (feeder cells). Estas células no son
capaces de proliterar in vitro. pero secretan al am-
biente factores promotores de la proliferacién de
hibridomas. Las células utilizadas para este propésito
son: ceélulas del exudado peritoneal (macréfagos),
timocitos y otros.

11.01.- Obtencidén de macréfagos. —

Metodologia. -

Se sacrifico los ratones de 4 3emanas en eter, luego
se los sumergio en etanol al 70% Luego se removio la
piel del abdomen. dejando a la vista la menbrana
peritoneal. Se ‘inyecto en la cavidad peritoneal 5 ml
de scol. de dextrosa al 10% fria y se realizé masajes
abdominales. Luego se procede a extraer la dextrosa y
traspasarla a un tubo de plastico de 50 ml. Se lavéd
las células con medio Opti-MEM frio y se realizo
recuento celular.

Posteriormente se plaqueé 5-10t4 cgjulas en 100 ul de

medio con SFB en placas de 96 pozos, y 2-10t5 células
en 1 ml de medio con SFB en placas de 24 pozos.

Incubar las células en estufa gaseada durante 24 hrs,
y luego observar en microscépio de contraste de fases,

11.02.- Obtencién de Timocitos y/o Linfocitos.-

Se sacrificé los ratones de 5 semanas en eter y se los
sumergio en etanol al 70%. Se tomé el Timo (o el
Bazo) del ratén y se lo transfirié a una placa de
petri, que contenia 10 ml de medio de cultivo sin SFB.

Se efectud en el Timo (o Bazo) varios pinchazos con
las agujas, luego se cargo la jeringa con medio de
cultivo y se inyecté en un extremo del mismo. Se
repitio varias veces este procedimiento.

Se disolvio los grumos celulares por pipeteos reiter-
ados del medio de cultivo. Se transfirié las células
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11.03.-

contenidas en el medio a un tubo de 15 ml,. se decanto
los trozos de tejido de mayor tamafio durante 2 min.,.
luego se toma el sobrenadante y se centrifuga a baja
velocidad por 5 min., luego se resuspendio las células
en 10 ml de medio y se realiz6 recuento celular. Se
plaqueo igual que 11.01 las células del timo. Para
las células de bazo resuspenderlas en el volumen
requerido para obtener un nimero determinado de
cel/ml.

Clonado por dilucidén limitante.

Para el aislamiento de las células se tienen varios
métodos., en este caso solo se describe el método
realizado en este trabajo. Para esto se utilizaron
células B2C114 provenientes del afio 1968 con el obje~
tivo de conocer el procedimiento de la técnicas. &

Metodologia empleada.- -

A) Se resuspendié las células de un frasco de cultivo
que se encuentran en fase exponencial, y se realizoé
recuento celular.

B) Preparar las siguientes 3 diluciones 1. 100 cel/ml
de medio. 2. 10 cel/ml, 3. 5 cel/ml.

C) Sembrar:

100 ul de 1. por pozo a la 1lra hilera de placa de
96 pozos con Macrofagos, con Timocitos, y sin nada.
100 ul de 2. por pozo a las 4 hileras restantes de
la placa de 96 pozos que contienen macréfagos,
timocitos, y sin nada.

100 ul de 3. por pozo a las 3 ultimas hileras de
l1as placas de 96 pozos que contien macrofagos,-
timocitos, y sin nada.

D} A las 24 hrs se afiadié 100 ul de medio a cada
pozo.

E) Se incubo por 2 semanas a 37 °C y 5% de CO2.

F) Se tomé el sobrenadante de aquella dilucién donde
el crecimiento del hibridoma fue buena, y se
sembro en placa de 24 pozos.

G) Luego se determind la actividad.
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11.04.- Resultados.-—-

MACROPAGOS SIR CRI.UTAS

Annﬂﬂﬂ%DﬂRA§

Crec. < Crec. % ICrec. %

11.05.- Conclusiones y observaciones.-

“»

Lr o

Sequn la distribucién de Poisson indica que en ague—
l1las diluciones (0.5 - 1 - 10 cel/pozo) donde se
observe un crecimiento del 63% (o menor) de sus pozos
son los que deberan ser tomados en cuenta para ia
deteccién del Ac. y para realizar el recionado.

Gi cbservamos nuestros resultados nos indica que ia
maycria de las placas cumplen con el porcentaje
indicado en la distribucién de Poisson.

Lament ablemente las 3 primeras placas se contaminaron,
por lo que se continué el trahajo con ia nitima,de ia
cual se tomaron J pozos para su rerlopade en piaca de
24 puzoes, en la cual se determino la aciividad agiv-
tinante directa de glsbulos rejos A, dando en todog un
titule 1:8.

Esto imdicaria que las células B2(114 mantienen una
mismo nivel de actividad.

PARTE 1I1
INMUNIZACION . -

En la produccién de anticuerpos monoclonaies unc de los
primeros pasos a realizar es la inmunizacidén que con-
giste en 1a administracion del antigeno a los animales
seleccionados (ratones) para que se de iugar o ia
formacidon de anticuerpos por parte de las céiuias dei
sistema inmune. Antes de proceder con la inmunizacion
se requiere conocer las principales caracieristicas dei
antigeno, como ser el grado de pureza, PM, soiubiiidad,
estabilidad y actividad. Para esta 0ltimo se requiere
contar con un sistema de tamizaje que sea sensibie,
especificre, econdmico, y relativamente facil de manipu-
lar. ‘

Temamlo «n cuenta las copgideracisnes mencionados se
realiza 1a inmunizacion, para lo cual exixten varias
metodolngiinz a sequir que dependen en gi dei tipo de

S
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15.01.

antigeno que se utilizara en esta fase.

IMPORTANCIA Y CARACTERISTICAS DEL ANTIGENO. -
Antigeno: superoxido dismutasa Cu-Zn (S0D)

PROTOCOLO DE INMUNIZACION IN VIVO -

A) El dia 20 antes de la fusion (dia 0) se inyectaron
de 50 a 100 ug del antigenc en adyuwvante completo de
Freurd. por via intraperitoneal a 5 ratones BALB/c.

B) El dfa 15 antes de la fusion se volvio a administrar
50 ug del antigeno en adyuvante incompleto de
Freund. a cada ratén via intraperitoneal.

C) El dia 12 antes de la fusion se extraio sangre g los
ratones para realizar el primer screning del anti-
cuerpo.
tver punto 15)

D) El dia 5 y 4 antes de la fusién se administraron
50 ug del antigeno en solucisdn fisiologia a cada
raton via intraperitoneal.

-

E) El dia de la fusion (dia 0) se extraio el bazo. (ver
9.02).

DETERMINACIDON DEL ANTICUERPD PR ELISA,

Se procedié¢ a realizar un test ELISA en placa con
objeto de determinar que raton presentaba un mayor
titulo del anticuerpo en el suero.

Metodologta empleada.-

A) Se sensibilizaron las placas grado ELISA con 100 ul
de SOD (superoxido dismutasa Cu-Zn ) en
distintas diluciones en buffer carbonato pH 9.6.

B) Se incubo una noche a 4 “C en camara humeda.

C) Se lavé 5 veces con PBS-T 20 a! 0.05 % (salucién de
lavado)

D) Se bloqueo los pozos con 100 ul de PRS T-20 + 1 %
de Molico (ver tabla) y se incubo 1 hr. a 37 °C.

E) Se lavo 7 veces.

F) Se adiciono 50 ul/pozo de GAM (Goat anti mouse)
biotinizado diluido 1:750 en PBS T-20 + 1 % de BSA:
se 1ncuba A temperatura ambiente 1 hr. con agita
cion esporadica.

QN

G) 3¢ lave 5 veces.

H) Se adiciono 100 ul/pozo de coningado streptavidi-
na -~ peroxidasa diluida 1:1000 en PBS T-20 + 1 % de
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BSA. y luego incubar 45 min. a temperatura ambiente
con agitacion esporadica.

I) S8e lavo 5 veces.

J) Adicionar 100 ul/pozo de OPD (o—felidendiamino)
conteniendo 1 ma/ml en buffer citratro pH 5 y 50 ul
de peroxido de hidroégeno de 10 vol. e incubar 10
min. en oscuridad.

K) Se detuvo la reaccion con 50 ul/pozo de a. sulfu-
rico 4M.

15.02.- Resultados y Conclusiones.—

J&
§ IE
OD Cu -2n | SUERO DE C/RATOK DITUIDO 1:100 L ¥ =
ug/ml No67 N6y [R° 71 | W76 [m° 78 | 3] .
} 213

100 0-1 -1 0-1 p-1

50 0=1 -1 0-% D=1

25 0-1 p-1 0-1 b1

12 0-1 p-3 0-1 b-1

6 0-1 p-) 0-1 b1

- Los ratones numero 67 y 78 son los que presenrtan una
cantidad mayor de anticuerpo que los otros: sin
embargo el titulo aue ellos presentan es muy bajo
debido a que se encuentran en la primera fase de la
inmunizacion (7 dfas). Durante e)] periodo restante
(13 d1as). =e espera aque 13 produccion de anticuerpos
sea elevada.

- Los resultados cbtenidos con el medio de cultivo
indican que este es un buen negative para este ensa-

yo.
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16.01.-

17.

17.01.-

PREFARACION DE CELWAS NSO PARA LA FUSION. -

Las células NSO (linea de mieloma) fueron desconge-
ladas siguiendo el procedimiento del punto 5. y luego
fueron sembradas para su expansién. Una vez obtenida
una buena cantidad dea céluias una parte de ellas se
utilizé para determinar la actividad de la via endo-
gena, y la otra se mantuvo en fase logaritmica.

Actividad de la via endogena.-

Es un ensayo que Se realiza para seleccionar las célu
las de mieloma a utilizar. para lo cual se tomé las
célunlas NSO y se le adiciona medio HMT (hipoxantina,
metotrexate, timidina) hasta llegar a una concentra
cion del 100 ¥ . Si se observa muerte de todas Tas
células en 6 dias. se comprueba que las células NSO
tienen bloqueada la via endogena y exogena para la
sintesis de la proteinas . Las células que tienen esta
propiedad son las utilizadas para la fusion.

FUSION

Dentro la producién de anticuerpos monoclonales. la
fusion involucra 1a unién de dos celulas a traves de
sins membranas. dando origen en un principio a una
celula que presenta 2 nucleos. estos al ingresar en
el proceso de mitosis intercambian el material gené
tico. y dan por resultado la formacisn de una célula
hibrida o hibridoma. Este procesn se halla facili-
tado in vitro por la adicién del PEG (polietengli
col). el cudl disminuye la tension superficial de las
celulas.

Metodologia por agitacién con PEG al 50 %

A) Se procedio cuando todas las soluciones estaban
preparadas.

B) Se lavo los esplenocitos 2 veces por centritfugacion
a baja velocidad (400xg) en medio de cultivo Opti-
MEM s3n suero y precalentado a 37 °C. Con el
sequndo }avado se centrifuga paralelamente 20 ml de
células de mieloma. Durante 13 centrifugacién se
coloca el PEG en bafio de agua a 50 *C. Se agrego
al PEG fundido 0.5 ml de Opti-MEM sin suero y se
transfirio el frasco a hafio de agqua a 37 °C.

C! Se resuspendio ambos tipos celulares en medio
precalentado a 37 “C sin suero, y se mezClo ambes
suspantiIones celulares en relacion 1:10 de mieloma
linfocito respectivaments. Luego se centrifugo a
AMNxg durante 5 min. y se removio =] sobrenadante
cuidadosamente en forma complets.

M Se aaregs 0.8 ml dn PEG Al 50% durante 1 min. con
Agitacion de las células. 3e continuo la agita-
15n durante 1 min. adicional. Lupgo se agreqgo |
ml de Opti-MEM durante 1 min.. Iuego 11 ml gota a
gota. continuandose luego con 17 mi! tambien gota a
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gota Yy luego_centrifu?ar 3 400xg durante 5 min.
F) Se resuspendio las celulas en medio Opti-MEN con

10 % de SFB precalentadn a 37 °*C y dispensar
110,000 células en 100 ni pozo para placa de 96 :
y 1.100.000 células en lml/pozo para piaca de 24

Estas placas estaban previamente preparadas con
macrofagos.

F) Despues de 24 hrs. se extrajeron 50 ul por pozo y
se adiciond 50 ul de medio HMT. Repetir este
procedimiento hasta llegar a una concentracion del
100 % de HAT. :

17.02.- Resultados y Conclusiones.-

- El dia 6 despues de la fusion se pudo observar en
- algunos pozos. células que podrian estar iniciango la
formacion de clones.

-~

18. CONCLUSIUON GENERAL DEL TRABAJO REAL TIADD

En el trabajo realizado se pudc llegar a obtener un
conocimiento claro de los proredimientos de obtencidn
de anticuerpos monoclonales. Tanto la parte teorica
como la parte practica fueron asimiladas bajo expe-
riencias practicas que fueron seguidas en su totalidad
por profesionales en el tema. (3 cooperacion brindada
por todos los integrantes del Centro Oncolégico de
Medicina Nuclear hicieron posible que este trabajo se
realizara sin contratiempos que podrian haber retrasado
este trabajo: para ellos va mi mds sincero agradeci-
miento.

Igqualmente la Repiblica de Bolivia agradece la coopera-
cién prestada por todos los paises y organismos que
participan de este proyecto y que hizieron posible la
realizacion de este trabajo, mediante el cudl mi pais
se suma a la busqueda de 3u anticuerpo monoclonal.

R

Eduardo L. Gonzales Davalos
BIOQUIMICO~-FARMACEUTICO
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