G @ | TOGETHER

!{’\N i D/? L&y

=S~ vears | for a sustainable future
OCCASION

This publication has been made available to the public on the occasion of the 50" anniversary of the
United Nations Industrial Development Organisation.

’-.
Sy
B QNIDQI
s 77

vears | for a sustainable future

DISCLAIMER

This document has been produced without formal United Nations editing. The designations
employed and the presentation of the material in this document do not imply the expression of any
opinion whatsoever on the part of the Secretariat of the United Nations Industrial Development
Organization (UNIDO) concerning the legal status of any country, territory, city or area or of its
authorities, or concerning the delimitation of its frontiers or boundaries, or its economic system or
degree of development. Designations such as “developed”, “industrialized” and “developing” are
intended for statistical convenience and do not necessarily express a judgment about the stage
reached by a particular country or area in the development process. Mention of firm names or
commercial products does not constitute an endorsement by UNIDO.

FAIR USE POLICY
Any part of this publication may be quoted and referenced for educational and research purposes
without additional permission from UNIDO. However, those who make use of quoting and
referencing this publication are requested to follow the Fair Use Policy of giving due credit to
UNIDO.
CONTACT

Please contact publications@unido.org for further information concerning UNIDO publications.

For more information about UNIDO, please visit us at www.unido.org

UNITED NATIONS INDUSTRIAL DEVELOPMENT ORGANIZATION
Vienna International Centre, P.O. Box 300, 1400 Vienna, Austria

Tel: (+43-1) 26026-0 * www.unido.org * unido@unido.org


mailto:publications@unido.org
http://www.unido.org/

/9324, o

PROGRAMA REGIONAL DE BIOTECNOLOGIA PARA
AMERICA LATINA Y EL CARIBE
PNUD/UNESCO/ONUDI
RLA/83/003

Contrato No. 91/008

Proyecto: Produccién masiva de anticuerpos
monoclonales: un esfuerzo compartido en
América Latina

Segundo Ano de Actividades

Pais: México

Informe Técnico Final




CENTRO DE BIOTECNOLOGIA DEL
INSTITUTO BUTANTAN

"PRODUCCION MASIVA DE ANTICUERPOS
MONOCLONALES {PNUD)"

PARTICIPANTE: BIOL. RENE HERNANDEZ VARGAS.
ORIGEN: CIIGB/UNAM MEXICO

SAO PAULO BRASH. A 7 DE DICIEMBRE DE 1990




INTRODUCCION

Los anticuerpos monoclonales, desde que aparecierén hasta hoy
tienen un mercado importante dentro del campo de ia biotecnologia, asi
también las condiciones del cultivo a gran escala para hibridomas ha
evolucionado constantemente, logrando obtener altos rendimientos en la
produccién de anticuerpo y ademas las condiciones de cultivo a gran
escala permite obtener el producto con estricto control de pureza en el
caso de uso humano, en muchos casos los reportes indican que los
procesos de cultivo a gran escala pueden superar la produccién en ascitis
y ain mas mejorar costos de produccion siendo por lo tanto una
alternativa bastante viable, considerando a futuro aquellos anticuerpos de
tipo recombinantes como una opcién mas.

OBJETIVOS
R)Sistemas de cultivo.
1.- Cultivo estacionario en T-Flask y congelacion de celulas.
2.- Cultivo de hibridomas en bioreactor de fibra hueca (AMICON).
3.- Cultivo en suspension de celulas encapsuladas en alginato de sodio.
4.- Cuitivo de celulas libres en suspensién en spinner.

B)Estudios metabdélicos.
1.- Medicién de consumo de glucosa.
2.- Medicion de producciéon de lactato.
3.- Pruebas de actividad de anticuerpo por ELISA y hemagiutinacién.

C) Purificacién de anticuerpo monoclonal.
1.- Puriticaclén por afinidad en Sepharosa-proteina A.
2.- Analisis de pureza por electréf~resis.

D) Sesién de seminarios:

1.- Generalidades de anticuerpos monoclonales (PhD. Ana Maria Moro-
Furlani).

2.- Modelos de bioreactores (Dr Edgar Arias Rodriguez).

3.- Oxigeno disuelto (Dr Haroldo Hess)

4.- Cromatografia de afinidad (Miriam Nakamura)

5.- Anticuerpos de 2* generacién (Biol. René Herndndez V.).

6.- Anticuerpos con actividad enzimética (Fernando Chavez)

7.- Medios libres de suero para hibridomas (Mara L. Zucheran)

8.-Control de calidad de anticuerpos Monoclonales en terapia (M. en C.
M® Tereza Alves)




MATERIAL Y METODOS
A).-Modelos de trabajo.
1.- Hibridoma con actividad anti-TSH (Tiroid stimulant hormone) y tiene
importancia en el diagnéstico de hipotiroidismo congénito. Dicho hibridoma
fue obtenido en el ClIGB,UNAM en Cuernavaca Morelos México.

2.-Hibridorna con actividad anti-antigeno B (Tipo sanguineo) obtenido en
el instituto en Sao Paulo Brasil.

B).-Cinética de metabolismo.

El anslisis del comportamiento metabélico del hibridoma-TSH se
realizé cultivando 16 T-Flask con un numero igual de celulas en un
volumen de 10mi de DMEM-10% SFB determinando diariamente los niveles
de: pH, Glucosa, Lactato y actividad por ELISA.

-La Glucosa se determiné en todos los casos por el kit de Bioclin.

-Lactato fue determinado por un kit de Sigma (72600).

-ELISA fue hecho sensibilizando placas de pvc con 250ng’pozo de
TSH (ICN) con tampon de carbonato-bicarbonato pH 9.5 y haciendo un
revelado con fosfatasa alcalina.

-Los ires casos fuerén establecidos espectrofotométricamente en un
lector de ELISA (Multiskan de titertec) disminuyendo tiempo y reactivos.

C).-Cuiiivo de celulas libres en suspensién y fibra hueca.

las ceiulas de TSH se propagaron en un spinner de 1L con barra
suspendida y pade en un volumen de 200ml de medio DMEM-10%stb con
agitacion continua de 20rpm/min.

Al mismo tiempo se monto el bioreactor de fibra hueca y se coloco
DMEM sin suers por un dia, con la finalidad de acondicionar el sistema, al
dia sigulente se retiro ese medio circulante y se inoculan las celulas
(Propagadas en suspensiéon en spinner) en el espacio extracapilar, la
velocidad de circulacién del medio fue de 26.7mi/min aprox. a una temp. de
37°C. Cuando el pH aumentaba se perfundio CO, a travez de uno de los
filtros hidrofilicos del spinnei del sistema. El medio de acondicionamiento
fue almacenado y se probo su esterilidad y citotoxicidad. Diarlamente se
obtenlan musgstras del espaclo extracapilar (E.C.) e intracapilar (1.C.) para
medicion de consumo de glucosa, produccién de lactato, pH y actividad de
anticuerpo solo en el espacio E.C.

D).- Encapsulacion en alginato de sodio 1% (Macrocarrier).

El hibridoma anti-TSH se encapsulo en alginato de sodio (Bellco Cat
7800-300000)tajo el Protocolo descrito por Belico, se utilizo aiginato de
sodio 1% cor 5.5x10° cel. y goteando con una jeringa en una soluciéon de
CaCl, SOmM-Gelina y las capsulas formadas fueron lavadas con solucién
salina de hanks libre de fosfatos, finaimente so cultivarén en spinner de 1L
con un volumen de medio de 200ml (DMEM 10%SFB) en una atmosfera de
CO, (5%) a 37°C diarlamente se colectaron muestras para medir, pH,
glucosa y lactato y luos macrocarriers fueron solubllizado con EDTA 50mM
on PBS para resiizar conteo de celulas viables con azul tripano.




E).- Encapsulacién en alginato 1.6% (Macrocarriers).

Primeramente se intento una gelacién siguiendo el procedimiento de
Jarvis et al (Biotechniques march-abrii 1983), utilizando alginato 1.05% y
lisina 0.1% pero no hubc una buena consistencia de los beads quedando
totalmente desechos.

Para probar que condiciones de gelacisn son las mas apropiadas
para mantener los beads en buen estado morfologico, se probo alginato de
sodio al 1% y al 1.6% siendo gelado sin celulas en 50,100,150 y 200mM de
CaCl,

Finalmente se realizé la gelacién con alginato de sodio al 1.6 con 1.2
x 10’ cels. en 100mM de CaCl, y a una altura de gotec de 6cm de la
superficie de la solucion de CaCl,, nuevamente los beads se lavaron con
solucién de Hanks y finalmente cultivadas en DMEM-10%-SFB y con las
Jemas condiciones establecidas para la encapsulacion al 1% de aiginato
de sodio.

F).-Cultivo en fibra hueca (Hibridoma anti-B).

En este sistema se probo un cartucho de fibra hueca de un tamano
de poro de 1000D, que es usada para didlisis renal (en el Instituto Corazén
de Sao Paulo-Brasil) solo que se inicio con un extenso lavado de H,O
destilada y esteril y luego se coloco RPMI 640 por 72 hrs para estabilizarla.
posteriormente se inoculo con 1.2x10° cels acompaiiado de SFB 20% en el
espacio extracapilar y solo RPMI 640 circuiando en el espacio intracapilar.

G).- Purificacion de anticuerpo monoclonal.

1.-La purificacion se llevo a cabo por una columna de szpharosa
proteina A de 13 cm’ tomando sobrenadante del cultivo en alginato al 1%
(650ml) y al 1.6% (540mil) cada vez por separado y los sobrenadantes
fueron filtrados por 0.22um y desgasados por vacio (presion negativa) los
tampones usados fuerdn filtrados y desgasados por sonicacion,
inicialmente la columna se equilibra con el pasn de 5 volumenes de tris-
NaCl pH 8.6, la velocidad de entrada del sobrenedante a la columna fue de
0.68mi/min (650ml) y 0.61mi/min (540ml) tomando aproximadamente 16hrs
por la noche. al dia sigulente en la primenra purificacién se realizéd una
primera elusion con PBS pH 7.2 enseguida se utilizé un butfer de citrato
pH 5.5 luego acetato pH4.3 y finalmente glicina pH 2.3 cuando termino de
salir la proteina se dio un lavado con NaCl 1M y se termino equilibrando la
columna con Tris-NaCl pH 8.6. Todo esto con la finalidad de determinar en
que pH el anticuerpo era eluido de la columna.

En la segunda purificacién se omiti6 el butfer de pH 5.5 y solo se
eluyé basicamente con ‘el butfer de 4.3.

Al final de la elusion los picos fueron mezclados y se colocaron a
dializar contra PBS pH 7.2 ya que las fracclones colectadas fueron
amortiguadas con tris 1m con el volumen adecuado de acuerdo & una
titulaciéon hecha previamente.

b)- Los picos en ambas purificaclones fueron analizados
electroforéticamente en SDS-PAGE en condiciones reductoras y no
reductoras en un gel de acrilamida al 12% y de 7.5% para cada cond!cién
respectivamente. Cada gel fue hecho por duplicado y uno fue tedlido por




c).- A la vez los picos obtenidos en la primera purificacién fuerén
probados por actividad de anticuerpo en ELISA usando tanto TSH como
antigeno y un anticuerpo conejo anti-ratén purificado (1:1000).

d).- Finalmente sélo se midié concentracién de proteina por
absorbancia a 280 nm. multiplicando la absorbancia por el coeficiente de
extincién molar para anticuerpos (0.625).

e).- También se realizé6 un isoelectréenfoque en el sistema de phast-
sistem en un gel de gradiente de pH de 3-9 (phast-gel de pharmacia).




RESULTADOS
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DISCUSION

I.- El cultivo estacionario en T-Flask mostro una cinética de metabolismo
descrito como tipo 2 ya que el anticuerpo solo es producido cuando el
cultivo esta en la parte final del crecimiento logaritmico y aumenta la
actividad hasta e! final del crecimiento celular sobre todo en la fase
estacionaria y la fase decreciente.

Por otro lado el crecimiento mostro un consumo de glucosa junto
con un aumento en los niveles de lactato y una disminucién del pH hasta
encontrar insuficiente cantidad de glucosa y sobre todo niveles téxicos de
lactato y pH acido.

Il.- La fibra hueca de Amicén que se cultivo con hibridoma-TSH se observé
por 15 dias por muchos cambios, ya que mostro un bajo consumo de
glucosa y en consecuencia bajos niveles de lactato, lo cual indicé la
carencia de una buena actividad metaboélica de vida a muerte celular. El
comportamiento oscilatorio de glucosa y lactato parece que fue debido a
ios cambios de medio intracapilar que disminuyo la toxicidad del sistema.
Esto fue comprobado cuando al probar el medio con que se acondiciond la
fibra hueca las celulas morian sin haber aumentado su densidad en T-Flask
(30 mi). Ademas el ELISA efectuado no mostré actividad del sobrenadante
del espacio extracapilar.

lll.- Alginato de Sodio 1%.

La encapsulacion del hibridoma-TSH en alginato de sodio 1% y
gelificado en 50 mM de CaCL, fue muy suave y {ragil, provocando que los
beads se rompieran con facilidad por las fuerzas de corte generadas por la
agitacion. Asi, el sobrenadante se encontré con una elevada cantidad de
celulas libres en suspension y por lo tanto rompiendo con todo el
esquema de cultivo y ademdas al parecer esa condicién sélo favorece el
crecimiento y viabilidad de las celulas libres ya que las encapsuladas
murieron entre el 82 y 122 dia.

IV.- Aiginato de Sodio 1.6%.

Después de definir. morfolégicamente que concentraciéon de alginato
(1 y 1.6%) era mejor gelificado en diferentes condiclones de CaCl, (50, 100,
150 mM) encontrando la relacién 1.6% y 100 mM como la de mejor
apariencla morfoldgica.

Al formar beads de alginato de sodio 1.6% en 100 mM de CaCl, con
hibridoma-TSH las celulas empezarén a formar clonas a los pocos dias
dentro del bead de alginato, la buena consistencia del bead llevé a tener
un cultivo mds estable hasta 15 dias de cuitivo, siendo en los dias 11 a 14
que por alguna razén las celulas salieron del bead o sl gel se rompia y las
celulas empezaron a crecer en el medio sobrenadante llevando al cuitivo a
ser finalizado.

La producclén de anticuerpo en este caso sélo fue cuantificado al
momento de la purificacion la cual fue de hasta cerca de 3 ordenes de
magnitud mejor que en alginato 1%.
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V.- Fibra hueca (Tamaiio del poro 1000 daltons).

En este caso se utilizé una fibra comun en el tratamiento de dialisis
renal. Basicamente el formato es igual que para Amicén con la diferencia
del tamafio de poro, lo cual como se esperaba no fue suficiente para
mantener un adccuado crecimiento celular y por ende cambios metabéiicos
(consumo de gluccsa y produccién de lactato). Por tal motivo al 82 dia de
no observar cambio alguno se decidlo parar el cuitivo.

VI.- Cromatografia.

En la realizacién de la cromatografia numero 1 (alginato 1%) se
encontré que el anticuerpo se eluyé a pH 4.3, este pH es especifico para
romper la afinidad de la proteina A por el anticuerpo IgG 2a. Por otro lado
la concentracién de anticuerpo en ia primera cromatografia fue bien baja
debido a que el pH de 55 eluy6 inespecificamente parte del anticuerpo
diluyendolo drasticamente, ademas de que el sobrenadante proviné de un
cultivo con baja productividad (ver perfil cromatografico).

En la 2* purificacion se mejoro la recuperacion de anticuerpc hasta 3
veces mas que la primera. Debido a que sé6lo se eluyé a pH 4.3 que
provenia de un cultivo que funciond mejor (alginato 1.6%). La pureza de
ambas purificaciones se defini0 por electroforesis en condiciones
reductoras y no reductoras. Encontrando sélo ligeros residuos de albumina
contaminante y sélo una banda de anticuerpo.

Por otra parte se encontro un pl entre 7.5-8.5.

CONCLUSION.

l.- De los sistemas de cuitivos probados, especificamente de la fibra hueca
y alginato de sodio, se encontré6 que en los cultivos de fibra hueca implica
un sistema poco controlable en los pardmetros metabélicos y de
produccién asi como también el precio de cartuchos desechables aumenta
el costo del sistema.

Mientras que el proceso de alginato de sodio es un sistema mas
versatll, ya que puede tener diversos pasos de escalamiento desde
pequeiios spinners a grandes volumenes o hasta fermentadores aereados
tipo belico, siendo el proceso mucho méas controlable y predecible que en
la fibra hueca.

il.- La medicién de procesos metabélicos fue agilizada en gran parte por el
uso de un lector de ELISA (muitiskan) el cual lee una gran cantidad de
muestras en pocos miputos.

La medicidon de actividad por ELISA, fue un poco mala en parte tal
vez por la baja cantided de anticuerpo producido por el hibridoma ya que
en el proceso de purificacién no se obtuvé una gran cantidad de
anticuerpo y por otro lado el laboratorio no logré tener un conjugado que
mantuviera niveles bajos de Back Ground, mientras que cuando se probé
un conjugado del cual se tenia un poco para el ELISA del T-Flask dlo buen
resultado, ya que este habia sido previamente probado pero
desafortunadamente se terminé.

.- Las decs pumlcaclonos realizadas mostraron una aita eficiencia. La
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contaminante. También se encontré un pl entre 7.5-8.5.






