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PROGRAMA DE CAPACITACION PERSONALIZADA EN
PRODUCCION MASIVA DE ANTICUERPOS MONOCLONALES
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I. ASPECTOS TEORICOS

Durante el curso se incluyeron 3 sesiones tedricas
semanales consistentes en conferencias, a cargo de profesionales
‘de la Division de Hibridomas y Modelos Animales, seminarios
presentados por los participantes en el curso y seminarios
internos de esta agrupaciodn.

»
1. Conferencias:

a. La tecnologia de anticuerpos monoclonales (AcM). Aspectos
generales. Proyectos de la Division de Hibridomas del Centro de
Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB). Aspectos generales

.del cultivo de hibridomas. Reactores de Fibra Hueca para producir

AcM.
’ " b. Uso de lineas de ratones para la produccion de AcM.
c.-Caracteristicas de los AcM segin su empleo. Uso de AcM en
la purificacion de moléculas diversas.

d. Ensayos para AcM. -

e. AcM por Ingenieria Genética.

f. AcM bifuncionales.

g.- Produccion de AcM en bioreactor a burbujeo.

2. Seminarfos:

/ . .

a. Encapsulacion. de hibridomas en alginato. Cultivo de
hibridomas en saco de dialisis.

b. Métodos generales de purificacion de Ac™.

c. Fusion celular para la obtencion de AcM.

d. AcM humanos. .

e. Estudio del efecto de nutrientes en el cultivo de
hibridomas y produccion de AcM. (Seleccionado por los
participantes).

f. Uso de vectores (shuttle vectors) en la generaciton de AcM
biespecificos. (Seleccionado por los participantes).




I1. ASPECTOS PRACTICOS

1. Aspectos generales en el cultivo de hibridomas.

1.1 Descongelamiento, cuitivo y expansi-n de hibridomas. Se
descongelaron smpulas del hibridoma CB-Hepl, productor del AcM
contra el antigeno de superficie del virus Jde hepatitis B. Los

h:bridos descongelados se sembraron a una concentraci.n entre 3-5%
Xx 10E5 <cels/ml en frascos de cultive de 75cc con medio RPMI

1640/10% de suero de ternera (ST).Estos cultivos fuercon
expandidos durante dos semanas, en el transcurso de las cuales,
sc realiz la detecci'n y cuantificaci - n de las inmunoglobulinas
presentes en los sobrenadantes mediante la tecinica de ELISA ya
estandarizada en este labaoratorio. Adicionalmente, los hibridos
fueron congelados utilizando medio completo RPMI 1640/720% ST y 5%
de dimetilsulfixido, mantenido a 4 C durante el proceso y
almacenados primero a -70 C y posteriormente en nitr-geno
l1quido.

1.2 Detecciin de HMicoplasmas: Se determina por la técnica de
inmunofluorescencia indirecta. La experiencia se encuentra en

de<arrollo.

1.3 Estudio de los parxmetros metabr.licos: Para este propsito se
descongelaren los hibridomas CB-Hepl! y CB-Hep2, expandidos
durante una semana, y luego distribuidos en frascos de cultivo de
25cec por duplicado para cada hibrido. Se determinaron
diariamente los siguientes parsmetros: pH, consumo de glucosa,
densidad celular y cuantificaci®n de inmunnglobulinas en el
sobrenadante.

1.4 Transformacisn de linfocitos periféricos humanos con virus
Epstein Barr (EBV)

Aunque los objetivos del curso estsn dirigides a la
produccism masiva de AcM, fue de interés para los participantes
conocer lo que se realiza en esta Agrupaci'm en AcM humanos. Se
nos brind la oportunidad de aprender la metodolog'a involucrada

en la transformacisn de linfocitos periféricos humanos con EBV.
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2. Entrenamiento en tecnolog:a de cultivo masivo

2.1 Producci n " in vivo "

El cultivo del! hibridoma CB- Hep! obtenido como se explic.
en el punto 1.1, fue wutilizado para la inoculaci . n de ratones
Balb/c previamente sensibilizados con 0.5 ml de aceite mineral.
El intculo fue de 1x10E6 de células por rat'n en 1 ml de medio
RPMI 1640 sin antibi ticos, por v.a intraperitoneal.
Transcurridos 7 d:as se obtuvo el | guido asc tico por punci n de
la cavidad peritoneal.

2.2 Producci-n "in vitro”-.

2.2.1 Encapsulacion en alginato de sodio
Introduccim

Uno de los métodos desarrollados en los ltimos afos
para el cultivo celular in vitro, particularmente de hibridcmas,
es la encapsulaci'n de las células h bridas en perlas de alginato
de calcio.

Metodologia

Dado que los iones fosfatos son inhibidores competitivos en
el proceso de gelificaci.n del alginato, el hibridoma CB-Hepl fue
preadaptado a crecer en medio de cultivo Dulbecco modificado
(DMEM)por 3 dias. Este, por zu baja concentraci:n de fosfatos,
garantiza que el proceso se¢ realice adecuadamcnte.

Se descongelaron 2 :mpulas conteniendo 50 x 10E6 células
cada wuna provenientes de bancos conservados a -70 C  en
nitrogeno 1 . quido. Las células descongeladas se sembraror a raz'n
de 3 x 10E5 células/ml en medio DMEM/10%ST/3%HECS (MS) en spinner
(Bellco) de 250 ml. Al cabo de 24 horas las células fueron
transferidas a un spinner de S00 ml, en el cual se cambi- e!
medio cada 24 horas.

Encapsulacin

Las células fueron centrifugadas a 800 rpm por 10 min. EI
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Los spinner 1 y 2 fuercen descartados a las 48 horas de
cultivo debido a que la formacin de las perlas no fue el ptimo.

Los resultados obtenidos en los spinner 3-6 se presentan en
la figura 1la-c (Los resuitados obtenidos con los spinner 4 y 5
son similares, por lo tanto s lo se presenta €l histograma de!
spinner S). Del an lisis de los mismos podemos cbservar:

a) La mayor densidad celular (5,32 x 10E6 celsgr gel) se
observ: en el spinner 3, con una viabilidad del 83% en el dia S.
b) E! spinner 3 mostr una estrecha correlaci-n entre la

densidad celular y el consumo de glucosa.
c) La producci“n de Ig alcanz-: a 6 mg totales al dia 5 en el

spinner 3. La producciyn total de este spinner durante los 12
dias de la experiencia fue de 33 mg de Ig.
d) EIl spinner 6 fue el que present la menor salida de

células al sobrenadarte durante el per:odo experimental.

e) Con respecto a la morfolog:a de lns clusters feormados,
s~lo el spinner 5 los present~ alargados (de acuerdo a lo
descrito en la literatura: Sinacore M. et al, 1989, Biotecnology
7: 1275 )Y; en los otros spinner eran redondos.

Estas observaciones sugieren que las células cultivadas en
el spinner 3 estuvieron sometidac a un mejor intercambio de
ox:geno y de nutrientes. Ello podr -a estar relacionado con una
formaci.n mas eficiente de lacs perlas. Por ntra parte, se observ~
que la gelificaci~n en 100 mM C!2Ca (<spinner 6), si bien permiti-

un menor escape de células al sobrenadante, podria limitar el
crecimiento celular, debiJo a que la porosidad de las perlas no
seria la mas adecuada para que el intercambio de gases vy
nutrinntes fuera eficiente.

Finalmente, entre los tactores que probablemente influyeron
en un rendimiento de producci'n inferior al descripto en |la
literatura ests la baja viscosidad del aiginato usado. En efecto
el wuso de alginato de cadena larga (alta viscosidad) permite una
formaci~n de perlas de mayor porosidad. Otro factor a considerar
es la capacidad secretora de 1Ig del hibridoma usado en estos

experimentos.

2.2.2 Produccion de anticuerpos monoclonales por cultivo en
bioreactor Acusyst-R (Endotronics)

Introduccivcn

El Acusyst-R constituye una alternativa de escalado al




efecto de reemplazar la produccicn de AcM en ratones y roller. EI
sistema consiste en: reservorio de medio, sistema de gaseado para
el control de pH, cartucho de fibra hueca y un dispositive que
permite el flujo reverso. Ei panel de control permite regular:
temperatura, flujo de C02, tiempo de ciclaje reverso y velocidad
de las bombas (medio, circulaci”n, cosecha y factores).

Desarrocllo

Se realizaron 3 procesos - de preo.'ccinn, siguiéndose el
protocolo experimental que se detalla a --ntinuaci~ n:

1. Montaje del Bioreactor: se realiz en sesi”n demostrativa
bajc condiciones de extrema esterilidad. El espacio extracapilar
(ECS) fue pretratado con medio RPMI-1640 sin aditivoc durante una
semana con el objeto de eliminar compuestos t~xicos.

2. Preparaci-n y siembra del in~culo: se descongelaron “mpulas
conteniendo el hibridoma CB-Hepl, secretor de AcM contra el Ag S
del virus de la hepatitis B. Se creci: en medio RPM[-1640 (3.5 g
glucosa’/l con 5% de suero de ternero durante 7 d:as). EL in-culo
obtenido fue de 300 millones de células «con una viabilidad
aproximada al 90%. En el bioreactor se sembraron 200 millones de
células y se ajustaron las siguientes condiciones de cultivo:

a. Control de consumo de glucosa: fue reatizado diariamente
(kit Sigma) ajustando la concentracicon de glucosa mediante un
aumento progresivo de la circulacicm del medio intracapilar y de
su renovaci n.

b. Ajuste de pH: se realize 2 veces por dia mediante el
rotsmetro de CO2 ajust:ndolo con el objeto de alcanzar pH 7.3.

c. Velocidad de circulacion: fue iniciada a 100ml/min.

d. Medio fresco: se renov® a raz'n de 50 mi/h,

e, Ciclaje del flujo reverso: se inici~ el dya 2 con
intervalns de 12 horas.

Las experiencias 1 y 2 se detuvieron el da 7 al aparecer
contaminacisn bacteriana en el medio intracapilar. Al iniciar la
experiencia 3 se extremaron las medidas de esterilidad en el
envasado y conservacicn de aditivos (glutamina, piruvato). Al
momento de realizar este informe, esta experiencia cursa su dia
20 con un desarrol!o normal.




2.2.3 Cultivo de hibridoma en saco de dialisis

Como técnica alternativa al cultivo por encapsulacion en
alginato,se cultiva el hibridoma CB-1FNA 2-4, productor del AcM
contra interfer<n alfa, en membrana de dizlisis.

Metodologia
a. Preparacisn del in“culo: se descongelaron smpulas del
hibroma mencionado, el que fue cultivado en medio RPMI-1640/10%

ST. Se prepararon 2 infculos de 10 y 15 x 10E6 células totales.

b. Tratamiento de los sacos de dislisis (SD): se utilizaron

SD de 2.4 cm de dismetro, 7.0 cm de longitud y un cut ¥ e ¢
molecular de 14 kD. Con el ohjeto de ol lminsry =0t on ;..o *oixicas
(glicwe:r o, R AT SRS P sapltvp o, ctc) se les someti™ al
sizoivente proceso de lavado:

1b.1. Dos en etanol al 50%

b.2. Dos en bicarbonato de sodio 10 mM.
b.3. Dos en EDTA 1 mM.
b.4. Dos en agua destilada.

Los lavados fueron de 1 hora cada unmno. Postericrmente los SD
fuernan almacenados en #cido acético 10% a 4 C.

C. Montaje: los SD, lavados seg:iin b.4, fueron anudados en
uno de sus extremos con hilo estéril mientras que en el otro se
coloem una csnula de plastico para facilitar la manipulaci/mn en
la siembra del inhculo. Luego de esterilizarlos durante 2 horas
en agua a ebullicirm, los SD fueron ilenados con 10 y 15 x 10E6/
10 m! RPMI-1640/10%ST, respectivamente. Posteriormente, previo
anudado con hilo estéril del extremo abierto, se les retire la

canula y fueron colocados en tubos de 26 cm x 4 cm con 50 ml de
RPM!-1640/10% ST. La incubaci'n se realizo con agitacicon en un
sistema de rotacisn (roller) de 1 revolucidn cada 30 seg 37 a C.

d. Mantenim.ento de los cultivos: dado la activa
metabolizacinon del medio de cultivo, este fue renovado cada 24
horas. Se extrajo una alicuota diaria para medicicn del consumo
de glucosa y de la salida de células al sobrenadante. Los SD de

15 y 10 x 10E6/10 ml fueron abiertos a los 4y 6 dias,
respectivamente, para determinar naimero de células, viabilidad y
concentracisan de Ig.




Resul tados

En la tabla numero 2 se muestran los resultados
obtenidos al medir el consumo de glucosa para ambos SD.

TABLA & 2
Dias en Consumo de glucosa (mg/ml)
cultivo 1% 2ux
1 0.4 A
2 D.82 1.13
3 M 0.9
4 0.9 0.77
g ND -
6 1.08 -
* CB-1FNA 2-4 1.0 x 10E6 cels/ml.
**CB-1FNA 2-4 1.5 x 10E6 cels/ml.
ND: no determinado
Los wvalores de consume  de gluccesia ticenen vital

importancia en ol seguimiento de lus cultivos, puesto que los
otros par motros estudiados solo es posible determinarlos una vez
finalizada la experiencia.

Con respecto a los resultados obtenidos al determinar
el niimero de célu.as, viabilidad y la concentraci*n de lg, estos
se muestran en la tabla #3:

TABLA # 3
1% 2%
# de cels x 10E6 52.5. 23.5
viabilidad % _ 80.3 48.5
(gl mg/mix 10 E1 2.97 2.64

1% CB-1FNA 2-4 1.0 x 10E6 cels/ml.
2%#CB-1fna 2-4 1.5 x 10E6 cels/ml.




Evidentemente gque los resultados obtenidos con este
sistema de cultivo son bastante auspiciosos. Si bien se trabaj-

con un hibridoma distinto al usado en los experimentos de
encapsulaci*n con alginato, probablements la producci n de lg en
SD serta mayor. Experimentos en curso, en los cuales s2 comparan

ambos sistemas de cultivo wusando el mismo hibridoma, tienden a
cemostrar esto.

Por otro lado la baja wviabilidad ca¢btenida en 2#
(48.5%), se debe probablemente a gque nce hubo cambic de medic el
dia anterior.

3. Purificaci n de Anticuerpos Monoclonales

3.1 Purificacién de anticuerpos monoclonales por
Proteina-A Sepharosa

Introducciin

Se purific’ un anticusrpo monoclonal (AcMo) secretado por el
hibridoma CB-HEP1 a partir de fluido ascitico (Ver 2.1). EI
esquema general de purificacion utilizado fue el siguiente:

(A)Filtraci:n

(B)Precipitaciim con Sulfato de Amonio
(C)Desalinizacimn

(D)Afinidad

Metodologia
(AM)Filtraciom:

Los l1quidos asciticos (LA) descongelados a 37 C fueron
filtrados por gasa y algod'm simultaneamente a temperatura
ambiente. Si bien el proceso de filtrado a traves de papel filtro
permite obtener un producte de mayor limpidez, es excesivamente
lento. Se filtraron Iliquidos asciticos correspondientes a los
lotes 22-25 con un volumen aprox. a 2 litros cada uno. De cada
lote separamos una alicuocta (Crdigo A).




(B)Precipitazi'm con Sulfato de Amonio:

Los LA filtrados fueron precipitados a temperatura
ambiente por agregado de sulfato de amonio = lido a raz ' n de 313
gr. de sal por litrc de LA para obtener una concentiaci n  final
del 50%. Luego de dejar reposar el precipitado por 2 hcras a3 4 C
se centrifug: a €500g a 4 C. Separamos una al cucta del

sobrenadante del supercentrifugade (C digo SC). EIl precipitado
fue resuspendido en sulfato de amonio al 50% en un volumen iguai
al 30% del inicial y centrifugado en las mismas condiciones. EI
precipitadn final fue resuspendido en PBS, a3 un volumen iguatl al
25% del inicial y separado una al:cuota del mismo (C digo AP).

(C)Desalinizaci/'n:

El desalado de las muestraz obtenidas en (B) se realiz™
por cromatograf:a de filtraci'nm en Sephadex-G25. La columna de
gel se equilibr.: en PBS a 4 C monitoreando el eiuato por medici in
de la densidad 'ptica en lUvicord acoplado a un registrador.

El Flujo Volumétrico (FV) de la columna utilizada (30 «x
53 em) fue de 1 litro/hora, lo que permitis obtener un Flujo
Lineal (FLY de 12.74 cm/hora caleulado seg n la ecuaci’n
siguiente:

FV = FL x A siendo A = Secci ' mn de la columna.
A = 78.5 cm2.
Para acelerar el proceso de desalado, usamos en

paralelo otra columna de Sephadex-G25 (5 x 90 cm) trabajando con
el mismo FL de la columna anterior. Se colect . el eluato proteéico
a _emperatura ambiente hasta observar un aumento en la
conductividad de! mismo. Alicuotas del elu:do recogide fueron
separadas (C'digo FPD).

(DYAfinidad:

La muestra desalinizada fue pasada por columna XK50/30

(Pharmacia) conteniendo 100 ml de Proteina A Sepharosa. Una vez
equitibrada en tamp'n PBS pH 8.0 pasamcs la muestra desalinizada
con un flujo volumétrico de 400 ml/h (flujo lineal 20.4 cm/h),

Desputs de pasar la muestra, lavamos con el mismo tamp n de
equilibrio hasta que el monitor UV recupers la absorbancia o
linea de base original. Una alicuota de la fracci " n no unida a la
columna fue separada (Crdigo NB),

Los anticuerpos fueron elu:dos con tamp:n citrato 0O.1M




pH 4.0 y neutralizado el eluido con Tris Base hasta pH 7.0 lo
cual fue verificado con papel indicador. Una al:cuota de este
elu:do fue obtenida (C:digo E). Posteriormente la columna fue
lavada con el mismo tamp n de equilibrio.

Considerando por una parte que este laboratorio, en

purificaciones recientes, habia reportado un descenso en los
rendimientos porcentuales de recuperaciin de inmunoglobulina y
por otra, que los valores de absorbancia registrados en los
cromatogramas de los eluatos obtenidos a pH 4.0 también habian
disminu.de, decidimos modificar el protocolo. Para ello
realizamos la eluci n con tamp:!n citrato 0.1M a pH 3.0 . Con esta
variaci.n aument. significativamente la recuperaci-.n de

anticuerpo eluido. A modo de ejemplo, citamos los resultados
experimentales correspondientes a la purificaci:n de anticuerpo a
partir del LA del lote #23 (Figurad).

Las fracciones obtenidas durante e! procesc de
purificaci *n (alicuotas C:digo LA, SC, AP, PD, NB y E) fueron
ensayadas en su concentraci n proteica por el método de Lowry y
en <u actividad espec.fica por ELISA con placas E.I.A.
recubiertas con ant geno espec fico del virus de hepatitis.

La pureza de los diferentes eluatos fue comprobada
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 12.5% en
presencia de dodecil sualfato s dico (SDS-PAGE) en condicicnes
nativas y reductoras.

3.1 Purificacion de anticuerpos monoclonales por intercambio
16nico.

Introducein

El notorio aumento en la demanda de anticuerpos monoclionales
(AcM) en el diagn'stico y la terapéutica, ha obligado a
producirlos en forma masiva. Siendo todav.a el fluido ascitico de
ratn, su principal fuente de obtencirn, la optimizacitmn de los
métodos de purificacion ha sido motivo de numerosos estudios. Los
m® mos involucran métodos cromatogr - ficos, siendo actualmente el
de maycr difusion la cromatografia de afinidad. S5in embargo, esta
presenta algunas limitaciones.




Dentro de los métodos descritos como alternativa a la
cromatografia de afinidad, se encuentra la cromatografia de
intercambio ionico. En este informe se reporta ol emp'eo de una
columna de intercambic ani ' nico en la purificaci n de un AcM
mur ino. Se optimizaron las condiciones del proceso con el fin de
maximizar la capacidad de adsorci n espec fica de la resina, para
su apiicaci'n en la purificaci n de AcM en gran ecscala.

Metodolog:a
Anticuerpo Monoclonal

Se emple’: el AcM murino CB-Hepl, isctipo 1gG2b, dirigido
contra la prote:na S del virus de la hepatitis (pHBsAG). E] mismo
fue obtenido a partir de liquido asc:tico (LAY de ratones
hibridos OFxBalb/c, previamente sensibilizados con aceite mineral
e inoculados con el hibridoma productor.

Tratamiento del 1iquido asc tico

Los LA recolectados por punci:n multiple fueron
centrifugados, filtrados nor gasa y algod:n y precipitados con
sulfato de amonio al 50%. A 1los efectos de ajustar la fuerza

irmica de la muestra a las condiciones apropiadas a la resina de
intercambio anirmico a utilizar, el LA tratado fue pasado por una
columna 30/53 de Sephadex G-25 (Pharmacia). La fracci»n protéica
desalada se eluy con tamp n Tris-HCl 20 mM pH 7.6.

Purificacirm del Anticuerpo Monoclonal

El AcM fue procesado mediante cromatcgrafia de
intercambio anifmico en wuna matriz de DEAE-Sephacel (Pharmacia)
empacada en una columna de 19 x 2.5 cm equilibrada con Tris-HCI
20mM  pH 7.6. Una wvez sembrada la muestra, las proteinas no
enlazadas fueron lavadas c¢on dos volumenes de columna. Las
fracciones adsorbidas fueron eluidas mediante un sistema de
gradiente lineal de 540 m!l de O a 200 mM CINa/Tris-HCl 20mM
PH7.6; o discontinuo (60, 85 y 500 mM CiNa/Tris-HCl 20 mM pH7.6).
Se seleccion un flujo volumétrico de 25mli/h. Las fracciones
fueron colectadas con monitoreo directo del proceso de elucion a
280 nm (Uvicord, Pharmacia).

Ensayos Analiticos

La concentracion protéica de las fracciones obtenidas




en el proceso de purificacirn se determin> por el método de
Lowry. Como criterio de pureza de las muestras obtenidas se
emples la electrofuresis en ge ' .:s de poliacrilamida en presencia
de dodecilsulfato de sodio (SD53-PAGE). Se emplearon geles al

12.5% en condiciones reductonras siguiendo el método de Laemmli.
Estos fueron tefiidos con Azul Brillante de Coomassie R-250 y
analizados posteriormente por densitometr:ia (Hitachi) para

determinar la concentraci-n protéica relativa de inmunoglobulina
(lg) en cada uno de los eluatos.

La presencia de AcM  espec:fico se determin’ por ensayo
inmunoenzimitico (ELI1SA) en placas de policloruro de vinilo
(Dynatech). Estas fueron sensibilizadas durante 20 min a 50 C con
5 ug/mi de pHBsAg en NaHCO3 100 mM, pH 9.6 y lavadas 3 veces con
PBS-0.05% Tween20. Las placas, conteniendo 100 ul/pozo de cada
una de las fracciones elu das de la columna de DEAE-Sephacel,
fueron incubadas 2 horas a temperatura .mbiente en csmara humeda.
Previo lavado de las mismas, en las condiciones ya descriptas, se
incubaron con inmunoglobulina de <conejo anti-l1gG de rat'n
conjugada con peroxidasa por 1 hora a temperatura ambiente. Los
complejos inmunes fueron revelados cor 100 ul/pozo de solucirm
sustrato (S ul de H202, 5 mg de o-fenilendiamina y 10 ml de
scoluci'n tampen citrato 50 mM, pH 5.5). La reaccisn fue detenida
con 50 ul/pozo de SO04H2 250 mM y la absorbancia medida a 492 nm
(Titertek Multiskan).

Resul tados

A !os efectns de obtener wuna mejor separaci”n entre el

AcM y las proteinas contaminantes se procedicz a ajustar las
condiciones de retencirm de i1as distintas proteinas en la columna
de DEAE-Sephacel c¢on un gradiente continuo de fuerza 1imnica

creciente. Las figuras Jabmuestran el perfil de elucisn obtenido
mediante un gradiente lineal de O0-200 mM de CINa y las SDS-PAGE
de los picos cromatogruficos. El annlisis electroforético muestra
que en el pico 2 de la cromatograf:a fue colectada gran parte de

la 1lg presente en la muestra sembrada. Por densitometria se
demostre que sdlo el 62% de la lg total colectada eluye en dicha
fraccirm. En la figura <4 <ce obcerva que el 87% de la proteina
presente en dicho picn corresponde a lg, la cual posee el 72% de

la actividad especifica recuperada.

Dado que todas las proteincs del LA se unen a la
columna, reduciendo la capacidad de aascrcien de 1a resina, y
considerando que en nuestras condiciones experimentales las Ig




eluyen con una fuerza i*nica mayor de 60 mM ClINa, se decidi~
optimizar este método de purificaci'n incrementando ta fuerza
i-nica inicial. La figurad muestra el perfil de eluci-n obtenido
con un gradiente lineal de 60-200 mM CINa. Se observa que, a
diferencia de la experiencia anterior, en las condiciones de
equilibrio =luyen dos fracciones protéicas. Mediantz SDS-PAGE
(figura 3e) demostramos que la primera de ellas corresponde
homogeneamente a transferrina (carril 1), ¥y la segunda a g
(carril 2). Al aumentar el gradiente salino eluye wuna tercera
fracci-n, que demostr en la electroforesis corresponder a lg
(carril 3). Si bien en la figura ¢ se observa que estas dos
vwltimas fracciones poseen lg, con actividad espec:ifica, la
densitometria mostrs. que la fracci“n 3 concentra el 82% del total
de la Ig eluida, con un 85% de pureza. Es interesante hacer notar
que la lg colectada en la fraccivn 4 carece de actividad
especifica.

A los efectos de extender estos resultados de
laboratorio a un subsiguiente proceso de escalado se encar~ la
purificacin del AcM mediante la aplicacin de un gradiente
discont  nuo de CINa en las columnas wutilizadas en los
experimentos anteriores. El perfil de eluci'n obtenido se muestra
en la figura + . Las tres fracciones obtenidas fueron analizadas
por electroforesis observi:ndose que la Ig eluye en las fracciones
2 y 3. Del anxlisis posterior por densitometria se demostr< que
estas contienen el 50% y el 46%, respectivamente, del total de lIg
eluida. Arn cuando ambas fracciones presentaron actividad
especifica similar (figura 9), con la fraccirn 3 eluyen proteinas
contaminantes.

Dado que con 85 mM de CINa en el gradiente discontinuo

queda retenida el 46% de la lg, se increment~ la fuerza i 'nica de
este paso a {00 mM CINa. Al mismo tiempo y en funci-n de los
objetivos propuestos, se escals el proceso en un factor de 6
empleando una columna de S5 x 30 cm (Pharmacia) . La figura®

muerstra el cromatograma y la electroforesis correspondiente a
este experimento. La g sc eluys en la fracci“n 2 con un nivel de
pureza adecuado. De la figura 10 se observa que esta representa el
93.5 % del total de Ig eluida.




CONCLUSIONES

Las actividades ter~ricas y pricticas planificadas por |la
Agrupacisn de Hibridomas de este Centro de Referencia para ser
desarrol ladas fueron cumplidas.

Con respecto al t. abajo experimental, hemos adquirido la
capacitaci*n necesaria en la producci™n masiva de AcH,
especialmente en lo gque a cultivo de hibridomas en perlas de
alginato de Calcio se refiere. También hemes realizado el montaje
de una técnica alternativa como e% el cultivo de hibridomas en
cacos de di-lisis. Los resultados obtenidos con este sistema,
aunque preliminares, parecen ser auspiciosos. Experimentos en
curso tienden a3 confirmarlo. En lo que al bioreactor Acusyst-R
respecta, las actividades fueron fundamentalmente demostrativas.

Al respecto, el proyecto original contempla una '*i-: T
que los participantes trabajar - : ot e Lultivo.
En :set- 1 ! S i, i n de AcM a partir de 1l:quido
. ticn se utilizaron las tecnolog:as de afinidad e intercambio
imnicoc. Con respecto a la purificaci-n con proteina A-Sepharosa,

se optimizaron las condiciones de recuperacismn de los AcM. Los
resultados obtenidos por intercambio i 'nico, resumidos en este
informe, forman parte de un manuscrito en preparacin.

Por otro lado, las actividades te'ricas desarrolladas fueron
de gran utilidad ya que estuvieron coordinadas de acuerdo a los
trabajos pr:icticos planificados.

No podemos finalizar este informe sin dejar de expresar
nuestro agradecimiento a todos los miembros de la Agrupaci n
de Hibridomas y Modelos Animales.




ENCAPSULACION EN ALGINATO DE SODIO 0.8%
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ENCAPSULACION EN ALGINATO DE SODIO 0.8%
GELIFICACION EN 50mM CaCl2. SPINNER 5.
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ENCAPSULACION EN ALGINATO DE SODIO 0.8%
GELIFICACION EN 100 mM CaCl2. SPINNER 6.
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Figura 2 . Calumna cromatogr fica de Prote na

l'quidee aze ticos precipitados en
en Sophadex G-25 M fucron
Sepharosa  d

fucron oiu d

A Sepharosa. Lo
sulfatu de amonio y desalados
sembrados en una columna Prote na A
2 80 ml. Luego de lavada con PBS pH 8 (Non Bound)
ac a 4 C con soluci'n tamp.n de citrato pH 4 (picu
2) 5 pH ? tpico 3) en laz siguientes condiciones:
voiumen de muestia:330 m!

cuncentrazi n de ta muestra:22.5 mg/ml

fiujo voluméerico:360ml/h

flujo tineal:18.4 cm/h

velocidad de registro:0 | mm/min
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Figura 3 .(AY Columna cromatogr. fica de DEAE-Sephacel. Los

l'quidos asc:iticos precipitados en sulfato de ameonio y desalados
en Sephadex G-25 M fueron sembrados en una columna de. DEAE-
Sephacel 2.5/20 em/cm y elu-das con un gradiente continuo 0-200
mM de CINa en las siguientes condiciones:

-volumen de muestra: 14.9 ml

-concentrazicn de la muestra: 27.0 mg/ml

-flujo volumétrico:25mi/h

-flujo lineal:5.1 ecm/h

-velocidad de registro:0.2 mm/min

-capacidad de la columna: 4mg/ml

(B) SDS-PAGE al 12.5% de las fracciones obtenidas en
(A) en condiciones reducidas y tefiidas con Coomassie Blue R-250.
Los carriles corresponden a:
-Farril a: pico 1
-garril b: entre picos { y 2
-carril c: pico 2
~carril d: entre picos 2 y 3
-carril e: pico 3
-carril f: entre picos 3 y 4
~-carril g: plco 4.




INTERCAMBIO IONICO EN DEAE-SEPHACEL
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ey B (AY Columna cromatogr fica de DEAE-Sephacel. Los
liquidcos asc:ticos precipitados en <sulfatc de amonin y desalad~ s
en Sephadex G-25 M fueron sembr3ados en  una columna de DEAE-
Sephacel Z.5/20 cm/cm y c¢lu:daz con un gradiente continuo 60-2C0
mM de CINa en las siguientes condiciones:
-volumen de mueztra: 14.9 ml
-concentracicn de la muestra: 27.0 mg-/ml
~flujo volumétrico:25ml/h
-flujo lineal:5.1 cm/h
~valocidad d2 cegistro0:0.2 mm/mipn
-tamxcidac ' 1o columnd: qms/ mi

(B) SDS I'AGl. ol 12.5% de las fracciones obtenidas en
(A en condiciones reducidas y tefiidas con Coomassie Blue R-250.
Los carriles corresponden a:
-carril a: pico 1
-carril b: pico 2
~-carrfi) c: plco 3
-carril d: entre picos 3 y 4
-carril e: pico 4
-carril f: entre picos 4 y S
-carril g: pico S




INTERCAMBIO IONICO DEAE-SEPHACEL.
EXPERIMENTO i

IyG; Prot. Total - Activ. Esp
120 e T - 3
100 | 2.5

80 ~, 2
60 1.5
40} 11
20; 10.5

0 L-_ i 0

]
FRACCIONES
oilll 1gG (mg) XN ActivEsp(usmg) | _lProt.Total (mg)

HIBRILOKA CB-HEP1




.. AN R
- I "-. L.
\.'.,_-:Ah/ ﬁ! =
wact § e
2 3
~
Figura .(AY Columna cromatogr-tfica de DEAE-Sephacel. Loz

ltquidos asc:ticos precipitados en sulfato de amonio y desalzdo:z
en Sephadex G-25 M fueron sembrados en una columna de DEAZ-
Sephacel 2.5/20 cm/cm y eluidas con un gradienle discontinn.
60,85 y 500 mM de CINa en las siguicntes condiciones:

-volumen de muestra: 14.2 ml

~concentraci-n dv la muestra: 27.0 mg/ml

~flujo volumétrizo:285ml/h

~flujio lineal:5.1 cm/h

~velaszidad d2 registro:0.2 mm/min

-capacidad de la columna: 4mg/ml

(B) SDS-PAGE al 12.5% de las fraccionss obtenidaz =r
(A) en condiciones reducidas y tefiidas con Coomassie Blue R-250.
Loc carriles correspcenden a:
-carril a: pico 1
-carril b: pico 2
-carril c: pico 3
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Figura 3 - (A) Columna cromatografics ve DESE-Sephace!. Los

liguides asciticos peacipitodes en sulfatu de zmonie v desalado:
¢n Sphadex G-25 M fueron sembrados on wuna eolumna de DPEAE-
Sephacul §N/37 cm/em  y »lufdas con  un zrasiente discontinpuo a2
€0, 100 y S00 aM dw CINa en ias siguientcs condiciones:

“volumer Jde mucstro 146 ml

sconcentiscion Jde 1a muestra:22.5 mg/mi

~tiujo volumétricc:120 mi/h

“tilujo lineal:12.4 cm/h

~velocidad de registro:0.2 mm/min

-capacidad de la columna:4 mz/ml

(B) 'SDS-PAGE al 12.5% de las fracciones obtenidas en
(A) en condiciones reducidas y tefiidas con Coomassie Bluc
R-250. Los carriles corresponden a:
-carril a y b: pico 1
-carril ¢ : pico 2
-carril d : entre picos 2 y 3
-carril e : pico 3
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Figura i& . La SDhS PAGE al 12.5%% mostrada on i3 figura D tus
sometida a an licis dencitométrico. Se observa el Jdencitograma
del carrii ¢ de ia electroforesis. Las fraccionses ohtrenidas
corresponden a:

pivo 1: probablemente, inmunnglobutina no reducida.

‘pico 2t cadena pesada de inmunoglobulina (6%,

pico 2: cadena liviana de inmunnglnbulinar26%),






