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INTRODUCCION. -

El objctivo dec esta ctapa fue la de producir masivamen
te un anticuerpo monoclonal dirigido contra el antigenc
A decl grupo sanguineo humano. Para este propésito sc
utilizo el hibridoma B2-C114 obtenido en c¢l Centro Or-
colopgico dec Medicina Nuclear (Instituto Roffo, Rucnos
Aires - Argentina) y un hibridoma obtenido en INCOR
(Sao Paulo - Brasil).

Sinultzneamente fue de nuestro interes la obtenciodn rasi
va de¢ un anticuerpo monoclonal (AcM) en condicioncs api-
régenas para uso terapéutico. Para este fin, s2 utilizd
el hibridoma GKT3 de la ATCC el cual es5ii siendo escala-
do cn cste centro de refercncia.

-

PROGHECION 1 ANTY - AL-

Fl e¢scalado de este AcM se realizo en los siguientos sis

temas:

. Biorcuctor Air lift (Bellco-Biotcciinolopy)

- Encapsulacion en alginato de sodio (Bellco-Biotechuole
8y) -

. Fibra hueca (AMICON)

. Cultivo en Batch.

Desceripeion del aparato.-

Se utilizo ¢l biorcactor zir-lift Jde Bellco, consistente
¢n una camara de crecimiento dentro de la cual son culti
vados los hibridomas. Esta camara cs continuamente airca
da o gascida con SY CO2 » desde Ja base mediante una colum
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2.1.2.

y homogenizacion del sistema.

La entrada y salida de medio de cultivo, y el suminis
tro de airc al bioreactor es rcalizada autoraticamente
nediante bombas peristalticas controladas por un micro
procesador prog}amablc.

na de burbujco ascendente que permite la oxigenacion
La temperatura del sistcema es mantenida mediante la re |

circulacion de agua a 37°C alrededor de la camara de
crecumiento.

E1l pll es rcgulado mediante 1a adicion de NaOH o HC1 por
bombas peristalticas programadas automiticamente.

E1 oxigeno disuelto, temperatura y el pH son sepuidos

~ . . . - .
continuamentc wediante un registrador grafico.
montaje del Piorcactor.-

Se rcalizaron los siguientes pasos:

Ensanblado de todos los componentes del sistema, con la

inclusion de pequefios cilindros de vidrio dentro de 1la

canara de crecimiento, para cl aumento dei area do adle

rencia celular.

Test de control de presion interna de la camara de creci

miento.

Esterilizacion por autociave (50 min,).

Accplamiento de lu camara Je creciwiento ul resto del

biorcactor en el arca cstéril, !
Circulacidon de medio KDE (RIMI-1640,DMEM y F12 1:1:1),
sin sucro fetal de bovino (SFL).

Regulacion, programacion y control del funcionaniénto
dcl sistema.




2.1.3.

2.1.4.

Inoculacion y seguimiento del proceso.-~

Previa a la inoculacion del biorcactor, se extrajeren
mucstras de medio de cultivo circulante, para determi
nar citotoxicidad del sistema. Paralelamente se utili
20 un control de medio y suero del mismo lote.

Sc inocularon 109 células (crecidas en spinner) en

un volumen de 1 litro de medio RDF con 10% SIR, pluta-
mina 2 mM, gentamicina 40 ug/ml, B-mercaptoetanol

S XIO-SM y 0.2% de ctanol , complctando 2 un volumen
~final dentro de la camara de crecimiento de 3 litros.
A continuacion se rcalizaron ciclos de entradz de aire
a la camara de crecimiento para la distribucion herogd

nca de las cclulas en los cilindros de vidrie.

Posteriormente sc programaron los ciclos d¢ aercacicon,
entrada y salida de medio de acuerde a los pararetros
metabdlicos del hibridoma.

Diariamente sc¢ extrajo una nucstra a partir de 1a cun
sc deterrminaron los siguicentes parimetros: concentria-
cion de glucosa y lactato, asi como viabilidad celular.

Los sobrenadantes obtenidos fueron centrifupados a

7000 rpm durantec 30 minutos a 49C, luege filtradns pcr
AP 20 y determinada su actividad mediante titulo de ke
maglutinacion directa ¢n microplaca. No se determina-
ron las concentraciones de anticucrpos en los scbrena-
dantcs de cultivo ya que no se optimizo el LLISA para
estc isotipo de inmunoglobulina (IgM). Posteriormente
estos sobrenadantes fucron concentrades cerca do 10
veces mediante un sistema de ultrafi]tr#ciSn tangencial
(MINITAN - Milliporc).

Resultados. -

Desde un comienzo s¢ ohservo un considerable aumento del
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nimnero de ccélulas, las cuales crecian tapizando la su
perficie dc los cilindros de vidrio.

Durantec el cultivo, ¢l SFBfue disminuido en su concen
tracion y cambiado paulatinamente a suero de caballo
(1iS), con objeto de disminuir los costos dcl suero y
mantener niveles altos de productividad.

Con la finalidad de economizar el medio de cultive, sc
determino si los sobrenadantes cbtenidcs podrian ser
‘rcutilizados en el sistema, siendo prevismente testa-
dos su capacidad de crecimiento celular en placas de
24 pozos. Para cllo sc rcciclaron los sohbrenadantes
los cuales fueron suplementados con glutamina, glucosa
y 1% de HS. Dado que estos sobrenadantes presentaran
un considerable numero de células, y el titulo de an-
ticuerpos no incremento, se decidio no rcciclar y con

tinuar la alimentacion con medio fresco.

Para mantener la concentracion de glucosa en niveles
altos, se aumento a partir del dia 7 en el wedio de
cultivo dc cntrada de 2,6 gr/lt a 4,7 gr/lt., lo que
permitio mentener dicha concentracion cercana a 300
mg/dlt. durante ¢l transcurso del cultivo.

La perfusion de mesio fue modificada de acuerdo a la

concentracion de glucosa y lactato presente cn el me

div de¢ cultivo.

En 1a tabla N° 1 y grafico N® 1, sc muestran los pard
metros determinados a lo largo de todo el proceso de

produccion cn el air-lift,

Como pucde obscrvarse ¢l pl! virio fundarentialnenie ep
tre 6,7 y 7,2.

Los primeros dos dias del cultivo,el sistema fue gasea
do con § 1 de €O, en aire, ya que el metabolismo de
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las cclulas fue suficicnte para mantcner el pH en los
valores apropiados.

En un comicnzo el oxigeno disuelto estuvo aproxinada-
mente en 100%, para luego mantenerse cerca del 2C% du
rantc el periodo restante.

Hasta la fecha el biorcactor lleva 35 dias y continua

enr funcionamiento. Durante estc periodo el biorcacter
consumio 150 litros de medio RDF, 3,5 litros de SFE y

6.3 litros de liS.

Los sobrcnadantes obtenidos preseatsron un titulo de
hemaglutinacion que vario entre 64 y 128. Estos una
vez concentrados, alrededor de 10 veces, aurcntaron

su titulo superior a 1024. Este anticuerpo monoclonal
no [u¢ purificado puesto que seri utilizado para ¢l
diagnostico de grupo sanguineo en bances de sangre,
donde no se requiere de alta purcza,

Encapsulacion cn alpinato de sodio.-

tetodolopia.-

Sc¢ encapsulo el hibridoma (el cual fue c¢xpandido en
spinner) a una concentracion de 1.5x106 cel/wl de algi
nato de sodio (Bellco-Biotcchnology) siendo la concen-
tracion final 1%. Para la formacidn de las perlas sc
empleo una solucion de CaCl, 125 mM, glucosa 2,5 ui y
hepes 25 M pil 7,2, El medio vtilizado fue DM 5,5,
SFB, modificando dicha concentracion de sucro durante
el cultivo dc acuerdo a la densidad celular.

El cultivo sc mantuvo en un spinncr con 500 ml de me-
dio de cultivo, dondc 1las perlas ocuparon aproximada-
mente 130 ml. L1 mismo sc incubo a 37°C a 5% €0, con
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2.2.2.

2'3.

2.3.1.

agitacion de 15 rpa.

Diariamente sc realizaron determinaciones de pHl, con
centraciones de- glucosa y lactato, N® de celulas por
gramo de perlas, viabilidad celular mediante 1la diso
lucion de ias perlas y actividad de¢ anticuerpos por
hemaglutinacion.

Los sobrcnadantes fuceron cerntrifugados a 1500 Tpm por
15 minutos y concentrados por ultrafiltracién tangen-
cial (MINITAN - Millipore).

Resultados. - o

Se presentzn en la tabla N® 2 y prafico N°2.

Al tercer dia de cultivo sc¢ observaron PequeLcs acuny
los de cclulas en el interior de las perlas. Dichas
agrupacionres de ceélulas fucron formando “canales radia
les™ que sc engrosaron y aumcntaron en su nomero al
transcurso de los dias. (ver fig. 1)

HHasta la fecha el cultivo sc manticne en activa fase
dc productividad.

Fibra hueca.-

Metodologia,-

Se realizaron 3 cultivos en fibra Amicon (VF2-036 -
650691), inoculando 4x10% células previamente exparndi-
das cn spinnes en un volumen de S ml de medio de cul-
tivo (RDF 1¢% CPSR-3 SICMA). La circulacion de medio
a traves del sistema fue entre 60 - 100 ml/min. F[1




2.3.2.

control de las condicioncs del cultivo se realizo
midicndo los siguientes paramctros: pit, concentra-
ciones de glucosa y lactato. Periodicamente sc¢ re-
movid medic del LCS y se determind viabilidad celu-
lar.

~

Resultados. -

En las 3 experiencias sc observo que en leos primceros
dias de cultivo, los parimetros metabdlicos no mostra
ron variacion, y a partir del cuarto dfa ¢l descenso
de la vicbilidad ceiular. Posiblemente esto sea de-
bido a una adaptacion inadecuada de- las células al

sistena o a defectos propios de la fibra.

Cultivo en hatch.-

Coi ¢]l objeto de determinar 1u eficicncia de creci-
mickto y productividad en estos sisteras, ¢l Libri-
dona fue cultivado e¢n suspension en spinners Jde 0,5
y £ litres,

Ll nedio de cultive utilizado fue RBF con 109 de Sih
para el spinner de § 1itros y CPSP=-3 (S100°A) al 1c%,
cen la adicion del supleren.o Cptidal (Gree), e el

spinner de 0,5 litros.

Las determinaciones diarias de N® de cclulas, viabi-
lidad celular y actividad del anticuerpo se detalla
en las tablas N 4 y S5,

.

Ls importantce destacar que ¢l spinner de 0,5 1ts.

tuvo problemas con la agitacion, lo cual no permitis
mantener Ja viabilidad durante un ticmpo mas prolon-
gado, como cra de esperarsce, por la adicion del Opti

MAL. (Suplemento que aumenta la productividad en los




3.1.

cultivos).

Durante los primeros cuatro dias de cultive dei spi
~ner de 8 1ts., la densidad celular fue en paulating
aumento. A partir del 5to. dia, donde se aumcento el
volumen final de 5 a 9 1lts., la densidad celular fue
en descensc hasta el fin del cultivo. Esto podria
adjudicarsse a un insuficiente intercambio gascoso en
cl sistema.

Los titulos de hemaglutinacion en ambos spinners al-
canzaron un valor de 32. Los sobrenadantes de ambos
spinners fueron centrifugados per ultrafiltracion

tangencial 50 veces.

PRODLCCTION DE OKT3.-

Encapsulacion en alpinato de sodio.-

La metodologia de encapsulacion del hibridoma CHT3A,
y los paramctros tomados pusit tu o scepulriente, fue 1a

L . . . - -
misma que se describe para la produccion de anti-A
(ver 2.2.1). La concentracion de anticuerpos cn les
sobrenadantes fue determinada por ELISA sensibilizan
do las placas con anti-IgG de raton.

Los rcsultados mostraron quc la concentracion de an-
ticuerpos fue en aumento la primera semana, para.luc
go mantenerse alrededor de 70 ug/ml, hasta ¢l Gltimo
dia de cultivo. (ver tablu N¥3 y grafico N°3).

E1 patron de crecimiento celular en ¢l interior de




las perlas fue similar al descrito por anti-A (ver
fig. 1).

En los 15 dias de cultivo el consumo de¢ medio fue de
4,37 1ts. y 226 mls dc SFB. Los sobrenadantes obteni
dos fueron concentrados cerca de 10 veces por ultra-
filtracién tangencial y purificados por pro.eina A -
Sepharosa en forma apirogénica como sc detalla a con-

tinuacion.

Previv a la pnrificacian. las mangueras fucron despi-
rogenizadas pasando NaOll 0,5 N y la resina reconstitui
da con buffer Tris 0,05 M /NaCl 0,15 M, pH 8,6 con ti
merosal 0,02%. Los sobrenadantes concentrados y {il-
trados por 0,22 u. (600 ml), fueron aplicados a una cg'
lumna apiropena XK-16 (Pharmacia) a 4%C, centeniendo

aproximadamente 40 ml de proteina A-Scpharosa.

Despucs del pasaje de la muestra, se lavo con el mis-
mo huffer, hasta recuperar la linca de base. La elu-
cion se realizo consecutivamente con los siguiecntes
buffers:

a) Fosfatec 0,05 M /NaCl 0,15 M pHli 7.

b) Glicina €,05 M / NaCl 0,15 M Il 2,8.

¢) Glicina 0,05 M / NaCl 0,15 M ;1 2,5,

d) Tris 0,05 M / NaCl 1 M pH 8,0.

1 flujo utilizado en la columna fue de 0,6 ml /ain.
Como era de esperarse la fraccion de anticuerpo fue
eluida con ¢l buffer b, neutralizadas con Tris 1 M

pli 10,5 y posteriormente dialisadas contra PBS pi! 7,2
0,02% de timecrosal.

La purificacion fue wonitorcada por UV y registrada
graficamente. Se recolectaron las fracciones no uni

das a la columna (flow through 1 y 2), una muestra ob
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tenida con cl buffer a y el pico de anticuerpo de a-
cuerdo al registro de la corrida cromatografica (ver
fig. 2).

La pureza de los diferentes cluatos fue comprobada me
diante clecctroforesis en geles de poliacrilamida al
12 % en presencia de SDS en condiciones rcductoras (
ver fig. 3) y la concentracion de proteina e IgG por
Lowry y ELISA respectivamente.

La cromatografia de afinidad cn proteina -A permitio
alcanzar un alto nivel de pureza, obtcniendose 75 mgs.
(Lowry) de OKT3 puro apirogcénico. En estos momentos
sc estan realizando los tests de pirogenicidad, presen
cia de DNA murino, etc para el envasado finul.

DISCUSICN Y CONCLUSION, -

EE1 biorcactor air-lift ha sido un sistema eficicnic en
la produccion del anticuerpo monoclonal anti-A. [Iste

hibridoma se adaptd cficientemente al cultivo en gran

escala, no mostrando inconvenicentes en ¢l crecimiento

con sueros de diferentes origenes y concentraciones.

Una vez programado, cl mancjo dcl bioreactor es senci-

110 y de poca probabilidad d¢ contaminacion.

La inclusion de cilindros de vidrio dentro dec ln'cﬁni
ra de crecimiento ha sido una buena opcion va que ha
permitido ¢l crecimiento en altas densidades ceclula-
res. L[s importante mantener en niveles adecuados cl
burbujeo d¢ aire, para cvitar el arrastre de cclulas
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qu~ saldrian durante ¢l intercambio de medio.

Un inconveniente de este bioreactor es el procesamicen
to de grandes volumenes dec sobrenadantes los
cuales deben ser centrifugados y concentrados diaria-

mente.

llasta el presente se han obtenido cantidades conside-
rables de sobrenadantes concentrados del AcM anti-A.
Estos sobrenadantes presentan titulos de hemaglutina-
cion adecuada para su utilizacion directa en 1a deter
minacion de grupo sanguineo en bancos de sangre.

En relacion a nuestra experiencia de encapsulacion en
alginato de sodio, consideramos que se ha obtenido una
cantidad significativa de anticuerpo a mediana escala.
Sin embargo, la produccion en batch no ha representado
unz alternativa tan eficiente como la anterior.

Con respecto a la purificacion apirdgena de CKT3 por
proteina -A Scpharosa, sc cbruve un slte prade de puce
za (como pucde observarsc cn los SLE-PAGE) y buen ren-
dimiento,
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TAPLA X9 1

PRCDUCCION TFEL ANTI-A TN AIR LIFT
LAC PF
1¢5,2 42.4 12G-150
165,65 40 4 70-80
142.,3 55,0 7C-20
1341 60,7 70-80
160,9 61,7 180-200
87.8 71,4 2&0-220
152.,4 S7. 3¢0-380
227,7 66,8 380
281,2 1,7 360
3¢2.2 62,1 360
245,7 59,0 360
20,8 66,0 240
293,3 71,2 200
355,1 87,6 200
298,0 94,3 200
204,5 . 86,1 200
296,0 78,6 200
283,0 76,0 200
5 72,0 200
75,4 209
65,0 200
58,4 200
63,0 200
64,8 200
70 .4 200
73,0C 170
75,8 170
338,65 74,4 170
289,8 21,8 150
227,1 03,4 150
2348,0 £, 4 150
227,0 to0,2 150
247,90 nd 150
227.,3 rd 150
208,3 nd 150

10°
10°¢
10°¢
10°¢
10°
10°
7,5¢

Se
. 59
2,5%+2
2,59+2
2,59+2
2,59+2
2,59+2
2,59+2
1,59+3

1,59+3,0*

1,09+4
1,09+44
1,09+4
1,09+4

5'
10
10*
10*
10*
10"
10*
10*
10*
10+
10*
10*




TABLA K®*1 (Referencias)

DO: Oxigeno disuelto (1)

GLU: Concentracion de glucosa (mg/dlt.)
LAC: Concentracion de lactato (mg/dlt.)
PF: Perfusion (ml/hr.)

TH: Tftulo de hemaglutinacion

$S: Suero (%)

S®: Suero fctal bovino

$*: Suero de caballo
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CRAFICO Ja

PRODUCCICN DE AcMc ANTI-A EN AIRLIFT
CURVA METABOLICA
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CRAFICO 1t
PRODUCCION DE Achic ANTI-A EN AIRLIFT
CURVA METABOLICA
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TARLA 112 2

-

EirCATSUTLACICH TTL HIBRIDCIA B2-Clls I ATOTIATO TE SODID 1%

25i5 GG o 4 HY oH $ST3 = AU

0 .0 5 7,5 0,67 0 7,5 0 80,4 "
. 47 0 7,28 0,76 0 745 0 €9,1
2 53 0 7,17 2,13 8 7,5 100 82,4
3 74,4 8,6 7,4 1,35 8 7,5 150 68,1
¢ 29,3 11,2 7,27 3,49 16 7,5 0 74,4
5 1090,8 nd 6,87 6,56 16 5,0 200 - 78,9
5 107,0 24,0 6,79 7,38 16 5,0 200 61,4
7 90,0 29,6 5,89 7,2 16 5,0 200 85,6
8 14,0 38,5 G,85 4,88 16 7,5 200 61,6
Q 108,0 29,0 6,55 5,5 16 5,0 300 68,6

10 187,0 nd ¢,82 7,25 16 5,0 300 67,9
(Referencies)

CG: Consumd de glucosa [mgr/81t); PL: Produccidn de lactato (ner/dlt); NC: N2 de cdlulas
v s - . .’ -

por grawo de perles x 10 ; TE{ T{tulo dec hemnslutinzeidn; VR: Voluren de medio retirado (ml)

¥ © V: Porcentaje de viabilidad.
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GRAFICO 2 a - b
ENCAFSULACION DEL HIBRIDOIMA B2-Cl14
EN ALGINATO DE CALCIO 1%
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TARLA N* 3
ENCAPSULACION DEL HIBRRIDOYA OKT3 EN ALGINATO DE SODIO 1%

c6 7L NC cA RSFR VR sV

n c 7.8 ndé nd 7.5 0 nc¢

231,7 ae,3 7,1 2,045 27 7,5 250 71,8
nd nc £, " 3,08 32 7.5 250 79,7
nd nd 7,2 1,34 24 7,5 250 77,8
32,1 0 7,2 2,7 27 7,5 250 82,3
124,9 C 7,0 11,7 36 7,5 250 68,8
163,1 16,3 6,8 7,27 44 7,5 300 87,2
178,3 26,90 6,8 6,37 65 7.5 300 83,2
160,0 15,6 ¢,91 S,75 62 7,5 300 54,8
178,1 26,7 6,84 1,88 78 2,5 300 26,9
113,7 24,4 6,97 2,18 78 2,5, 300 31,3
122,5 22,6 6,¢ 6,1 5S4 2,5 200 85,4
135,8 23,5 6,9 5,81 71 5,0 370 77.5
267,0 45,8 ¢,E 4,39 57 5,0 250 82,6
193,8 31,7 ¢,9 3,12 68 2,5 250 71,4
133,6 23,0 6,9 2,9 79 2,5 300 51,0

Consuro de gluccsa (mg/clt)
Freduccion de lactato (rg/dlt)

e o = , 6

N® ce celulas per gr/perlas x10°.
Concentracion de anticuerpe (ug/rl)
\clurien de rmecio retirado (1)
Fercentzaje de visbilidad

Nc deterninado.



GRAFICO 3a

ENCAPSULACION DEL HIBRIDOMA OKTS3
EN ALGINATO DE CALCIO 1%
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GRAFICC 3D
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CRAFICO 3¢
ENCAPSULACION DEL HISRDGMA OKTS3
EN ALGINATO D= CALCIO 14

xXwe %
14 1C9

12 - .
H 11 ' - 80
10-J "\ r SR -'\
F i 3
. \ s i, ! \.\ 3
5 - 4ol R , ] ree
", k 1 "\ : : 1 ‘ '. A "
8 - \| R N A g Ky )
5134 4 : 1 |40
"\ k ! i p ;;! :{.'-\ !"" 1 \ K
4 RN s il 0 T Y I
NI N A L ey 2]l ze
2 J"' ’{'._. ) ‘- [i- t ’\ M ? ii“ . § t'.. f 1 ‘4
IR IR R
- A \ !_.. . A v s ] e i
Q- N ey il gl | 1 3]
¢ 1 2 3 4 a g ? 219 14

[ cal viveaig pades 5 3] vicubiida (*a)

ML A% CULINAL - FOD




xDa

I A\ S i
“~ - _p -94
R S S ) 6
R LG g b Wi T 7
'v-u'-)’ ' ‘..wi.!‘ Ao, r X :-: -43
700
- - 30
n =20yl
tes”
L W)
- "‘14,4
Nt = A i
a b c d e f g h

Fig., 3 SL3-PACE al 127 de lus fraceiones obtenidas en coundicin-
nes reducidas y tenidas con Coomassie Blue. Los corriles correu-
ponden o

carr»il a: Pico a pH= 2,8,

coivil br Thestira o pli= 7,0:

carril c:  Mlow tarough 2.

carril d: Flow through 1.

carril e: Ultrafiltrado (sobrante del concentrado).
carril . Concentrado de los sobrenadantes (Pre-colusna).
carril ;: Sobrenadante de alginato ORT3 dfa 9.

L.
2rril h: Patrdn de peso molecular.




TABLA N*® 4
Spinncr de 0,5 1ts.

TIEMPO
(DIAS) NC VIAD il
*

1 0,3 97.9 nd
2 0,6 97,8 4
3 1,33 95,0 8
4 1,36 84,7 16
5 1,0 80,0 16
6 1,08 78,8 nd
7 0,78 61,6 32
8 0,0 61,5 32
9 0,5 55,0 32
10 0,24 47,9 32
11 0,16 14,0 32

KC: N® de cels/ml (x10%).

VIAB: % de viabilidad. _

Tli: Titulo de hemaglutinacion.

nd: no determinado _ <

* - Se partio de una concentracion celular de 3x160°

cel/ml en un volumen final de 400 ml. Al tercer
+ia se incremento el volumen a 500 ml y sc adicip
no Opti MAb.

- 26 -




TABLA N® S
Spinner de 8 1ts.

T1EMPO
(D1AS) NC VIAR WL THi
1 2,7 90 3 4
2 3,3 94.4 3 4
3 6,7 95 3 8
4 7,0 96.3 5 8
5 4,9 87,6 9 8
6 5,7 80.9 9 8
7 4,0 69.6 9 8-16
8 2,0 52.4 9 16
9 3,4 57 9 16
10 3,3 53,2 9 16
11 2,6 41.4 9 16
12 2,1 41.5 9 16-32
13 2,1 33 9 32

NC: N? de cels/ml} (xlOS)

VIAB: % de viabilidad

VOL: Volumen final en 1irros.
Ir:  Titulo de hewaglutinacion.
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