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Introduccién

Este informe corresponde a las actividades desarrolladas durante el
perfodo Abril 1991 a Agosto 1991 (Mes 7 al Mes 11) de ejecucisn del

proyecto DP/RLA/83/003 (Contrato NQ 90/144) que comenzé el 27 de
Setiembre de 1990.

Los objetivos a alcanzar en este perfodo estin especificados en el
item "Servicios requeridos del Contratista"™ (item 3 de los Términos de
Referencia) y su cronograma de ejecucién en el "Calendario de
actividades" (item 4 de los Términos de Referencla).

El presente informe esté& organizado con el objeto de permitir la
evaluacién externa del grado de avance en el cumplimiento de 1las
menclionadas actividades. Por esta razén el Cuerpo del informe esti
subdividido de acuerdo a esas actividades.

Cuerpo
Actividad B

Se adquirié el resto del suero fetal bovino ( 8/7/91)

Actividad C

C.6 Se adjunta copia (Anexo II) del informe de la pasantfa de 1la
Q.F. Baz en el CIGB (1/2/91 - 3/5/%1).

Actividad D

Se culminé el procesamiento de 1los datos experimetales y la
elaboracién del Informe Técnico Final (Anexo III).

Actividad E

Se reailzaré la reunién los dias 2 y 3 de Setiembre en Sao Paulo a 1la
que asistird el Prof. Julio Battistonl en represantancién del
responsable del proyecto (Dr. A. Nieto).

Se deja constancia que el aviso al Dx. Quinteros (Cooxdinador) de 1la
fecha de 1la reunién nos llegé con menos de 1 mes de anticipacién y
como no estaba pravista para estas fechas el Dr. Nieto ya tenia
adquiridos compromisos impostergables que le hard&n imposible asistir.
Esta informacién le fué suministrada al Dr. Quinteros por faxes de
fechas 7/8/91 y 23/8/91.

Actividad E

F.2 8e envia este informe con fecha 30 de Agosto de 1991 para ser
entregado al Dr. Quinteros en la reunién de Sao Paulo.




Seccién Final

En este periodo se ha completado exitosamente el entrenamiento de 1la
becaria Q.F. Adriana Baz en el CIGB en La Habana, quien, junto al Lic.
Hernén Carxrol gque fuera previamente seran 1los responsables de
transferir la tecnologfa al laboratorio de produccién masiva que, como
explicamos en el informe final del afo pasado, funcionard en nuestra
Citedra para preparar OKT3 para ser usado en la inmunosupresién del
rechazo agudo de transplantes renales en Uruquay ahorrandole al

sistema sanitario péblico uruguayo un 70 8% del costo de ese
tratamiento.

En ese sentido se avanzé en dos Areas :

a) Se estd construyendo en nuestra CAtedra (finalizacién prevista de
la obra Octubre 1991) un laboratorio de cultivos celulares de 80 m2
con un A4rea de 7 m2 especificamente acondicionada para la
instalacién del bioreactor y otros equipamientos involucrados en la
produccién masiva de monoclonales.

El Lic. Leonardo Matteo (M.Sc.), becario del proyecto ha colaborado
con el responsable de 13 obra Arqg. U. Torrado en los detalles de
disefifo de esta area que dispondrd de un sistema centralizado de
tratamiento y flltrado de alre de clase 109/Pederal Standard 209 B.

b) Se seleccioné al Q.F. Gualberto Gonzdlez, gque es un Qufimico
Farmacéutico con experiencia en el &rea industrial de produccién de
material estéril de uso blolégico, para hacerse responsable de 1la
puesta en marcha de esa Unidad.

El Q.F. Gonzdilez fué entrenado en nuestra Citedra durante 6 meses
en técnicas bidsicas de preparaclén de hibridomas y purificacién de
anticuerpos monoclonales con 1l1la particlpacién activa de los
becarios del proyecto. A posteriorl se hicleron con éxitc gestiones
para que el Q.F. Gonzdlez vaya a hacer una estadia de entrenamiento
de 6 meses en tecnologia de anticuerpos monoclonales al
Departamento de Inmunologia del Biomedical Center de la Universidad
de Uppsala (Suecia) bajo la direccién del Dr. 8.0. Gronvik.

Al retorno al wuruguay del Q.P. Gonzdles estard 1instalado el
laboratorio y esperamos contar con la flnanclacién necesaria para
la adquisicién del biorreactor para comenzar la ejecucién del
proyecto de produccién de OKT3.

Concluyendo, se valora gque el proyecto ha permitido entrenar
clentificos en esta &rea de la biotecnologfia y Qque con el esfuerzo
adicional de 1la Universidad Uruguaya se han puesto ya en marcha
acclones que aseguren la continuidad del esfuerzo comenzado con
este proyecto.




aAnexo I
Informe Financiero
El saldo en el proyecto a la fecha de entrega del informe del

Semestre era de U$ 217,50.
Los gastos en el Segundo Semestre fueron los siguientes:

dateriales y Juministros

Suero fetal bovinn (Factura: Oscar Alberto
Pellado S.A : 8/7/91) Us 480
Gastos de Comunicaciones

Faxes { 4.66 minutos a US 4.9/min.) us 22,80
Teléfono ( 4 " . n") Us 19,60

Primer

Total gastado en este semestre U$ 522.40 lo que representa haber

gastado U$ 304,90 mids que lo disponible. Este exceso de gasto

se ha

adelantado de otros fondos para ser devuelto con cargo a los U§ 1600

que llegar&n lueqgo de la aprobacién de este informe final.
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IMPORTAOION - EXPORTAOCION

BUKNOS AIRES JUliO 8 de 1991 GANaN ; apman/i 10/
IVAa: O REMPONBANI R
r - ING. PnITO®: ¢678148-0L
SERORIES Facultad de Quimica TORILA IO e, Laeats
Catedra de Inmunologia - Dr. Alberto Nieto
DOMICILIO
FACTURA N+ #r271
NOTAa DE DEBITO NOTA DE CREDITO
CANT. DPESCRIPCION FRECIO PRECIO TOTAL )
OMNIT.
4 (CUATRO) Frascos de 500 M1. c/u, conteniendo SUERO Us$s UsS
FETAL BOVINO ESTERIL CERTIFICADO (BIOSER),pertenecien}-
tes al lote control 890.511. Total : 2 Litros.- 120.- 480, -
TOTAL : 480.-

SON DOLARES ESTADOUNILENSES : CUATROCIENTOS OCHENTA.-|

SONDICIONES DE PAQO! CONTADO CONTRA ENTREGA USS 1680-‘

ESMERALDA 861 - Fiso 12+ - OF. 184 - 1370 BULNOS AIRLS - TEL, 3V03-3413
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PRODUCCION MASIVA DE ANTICUERFOS MONOCLCNALES:

"UN ESFUERZO COMPARTIDO EN AMERICA LATINA"

1

INFORME TECNICO:

“PRODLCCION DEL ANTICUERFO MONOCLONAL OKTZ"

0.F. ADRIANA BAZ (Montevideo, URUGUAY)

Lic. MONIKA MERINO (Guayaquif, ECUADOR)
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A) CULTIVO DEL HIBRIDOMA OKT3

1- Estacionario

El hibridoma OKT3 fue cultivado en C&tedra de Inmunologf{a
(Facultad de Ruimica, Montevideo, Uruguay) en IMDM (Sigma, USA) +

20 %4 suero fetal (Bioser, Argentina) a 3780 y 94 CO02, en cultivo
estacionario, a partir del cual 20 millones de c{lulas viables
fueron transportadas a la Divisi6én Hibridomas y Modelos Animales
(CIGER, La Habana, Cuba).

Debido a que el medio seleccionado para la realizaciébn del
trabajo fue DMEM (Gibco) se procedi6 a la adaptacidn del
hibridoma al mismo. El proceso de adaptacibn se llevé a cabo de
acuerdo al sigulente esquema:

Se sembraron dos frascos de cultivo.con una
concentracién de c{lulas de 200. 000 c{lulas/ml (C/ml),
manteni {ndose la concentracifn en este valor durante 9 dfas. En/
el dfa 9 se determin6 . de viabilidad en ambos frascos, por
exclusifn con trypan blue.

Tiempo (dias)

Frasco 1. 5 S 7 Q
i A 0% A BOY A 50% A 0 -
B 10% B 20% B S0% B 707% B 1007
2 A 90% A BOY A S0% AZO %Y -
C 10% C 20% C SoO% cC 30% T 1007

A: IMDM + 20 7 Suero fetal (medio original)
DMEM + 20 % Suero de ternera (87) (Cubavet}
DMEM + 20 7. Suero de ternera + 2 Z HECS (CIE)

Om

El 7 de viabilidad en ambos frascos fue superior a 90 %, por lo
que se considerf que la adaptacidn de la 1l4nea habfia sido
satisfactoria y que podfa prescindirse de la adicifn de HECS al
medio de cultivo. Posteriormente se redujo en forma gradual el %
de ST.

Las condiciones de cultivo para el desarrollo de todo el plan
de trabajo descrito en Introduccion (salvo que se especifiquen
otras condiciones) fueron las siguientes:

DMEM + 10 % ST + penicilina (100 Ul/ml) + estreptomicina (30
pg/ml) + glutamina (2 mM) + piruvato (1 mM), 37°C y S % COZ2.
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A partir cde c{lulas provenientes de cultivc estacionario se
prccedilf a:

i—- formacifn de un banco celular a - 70°C.

Con el fin de tener una reserva de la l4nea se congelarocon
c{lulas provenientes de cultivo estacionario y cuya viabilidad no
fuera inferior a BS %Z. Luego de centrifugar las c{lulas a 900
rpm, durante 10 minutos, el pellet se suspendi6 en DMEM + 20 % ST
+ 9 %Z DMSD (Fluka), a una concentracifn de I-10 millones-C/ml. Se
congelb a - 70°C.

ii- inoculacifin en ratones Balb/c

Con el objetivo de eliminar una posible contaminacién con
Mycoplasma y determinar el rendimiento de produccibn de
anticuerpo monoclonal en ascitis se 1inocul6é el hibridoma en

R R {
ratones Balb/c de acuerdo a los siguientes protocolos:

P I:

Dfa O- sensibilizacibn intraperitoneal de 10 ratones Balb/c (&
de 9-10 semanas de edad y 24 g de peso, con 0.5 il de
aceite mineral.

Dfa 6- inoculacibn intraperitoneal con 2 millones des
c{lulas/animal en DMEM + penicilina + estreptomicina
(SL).

Dfia 12- no se observd produccidn de ascitis en ningﬁn\animal.

P 11: -

Dia ¢©- sensibilizaci6bn intraperitoneal, de 10 ratonec Balb’/c
() de 9-10 semanas de 2dad y 24 g de peso, con ¢.5 ml
de aceite mineral.

Dfia 10- inoculacién intraperitoneal de 5 .animales con 4 millones
de c{lulas/animal en SL y S5 animales con S:millones de
~{lulas/animal en SL.

Dfia 15~ no se observ® produccién de ascitis en ningdn animal.

P III:

Dfa O- sensibilizacifn intraperitoneal, de 10 ratones Balb/c
(# de 9-10 semanas de edad y aproximadamente 24 g de
peso con 0.5 ml de aceite mineral.

Df{a 10- inoculacién intraperitoneal con 10 millones de c{lulas/
animal, en SL.

Dfia 15—~ no se observ® produccién de ascitis en ningdn animal.

1i1- test de presencia de Mycoplasma

Para la deteccifn de presencia de Mycoplasma se partid de
c{lulas previamente cultivadas en medio sin antibi6tico durante B




dfas. El an8lisis fue realizado por personal del Centro de Salud
Animal ‘CENSA) mediante procesa de hibridizacifn con sondas
comprob&ndose ausencia de Mycoplasma en la l1{nea celular OKT3.

1I- Cultivo en suspensiin

Se estudi® el comportamiento del hibridoma en cultivo en
suspensibén y encapsulado en alginato como posibles sistemas para
la preparacibn del indculo para el biorreactor.

Primeramente se realiz6 un cultivo del hibridoma en frasco
spinner, sembré@ndose en una concentracidn inicial de 200. 000 C/ml
en un volumen de 300 ml de medio de cultivo. Cada 48 horas se
determin®d concentracién de inmunoglobulinas (Igsl) por ELISA,
consumo de glucosa (Test Glucosa HK, Sigma)l, concentracibn de
c{lulas vy 7 de viabilidad, obteni {ndase 1los siguicates
resul tados:

A
~Cultivo en suspensifn—

Tiempo Conc. celular Viabilidad Conc. Igs CcG
(dias) (C/ml) (x) A (pg/ml) (mg/dfa)
0 0.20 98 - —

2 0.25 ] S1 25 1.6

4 1.20 53 19 0.7

1) 1.10 48 2= 0.6
~

(x)- expresada en millones/ml. .

Posteriormente se cultivé el hibridoma encapsulado en alginato.
La encapsulacibn se realizd con alginato 1.6 % (Bellco’ 44 una
concentracifbn de 1 millén de C/ml de 1 millén de C/ml.

Las perlas asi formadas se suspendieron en 170 ml de " medio de
cultivo, en spinner de 250 ml. Cada 48 horas se determin®
concentracibn de inmunoglobulinas, consumo de glucosa,

concentraci®n de c{lulas y %Z de viabilidad. En este siztema se
obtuvo:

-Cultivo en perlas de alginato-

Tiempo Conc. celular Viabilidad Conc. Igs cG
(dfas)  (C/ml alg.) (%) yA (jig/m1) (mg/dfa)
0 1.2 90 - -
2 1.3 S7 0 1.1
4 2.2 27 35 1.6
6 2.1 25 28 1.6

(x) expresada en millones/ml
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—ELISA para determinacion de concentracion de Igs.

Se sensibilizaron placas de microtitulacién (Titertek) con anti-—
Ig de ratén obtenida en conejo, durante 3 horas a 37°C. Se
bloqueb con PBS-leche 2 % por 1 hora a 37°C. Luego de lavar con
PBS-Tween - 0.05 % (PBS-T), se sembraron 100 al/pocillo de
diluciones de las muestras en PBS-Tween 0.05 “-leche 2 % (PBS-T-
L), incub&ndose por 3 horas a 37°C. Posteriormente se lavé con
PBS-T y se agrege 100 pgl/pocillo de una dilucién adecuada de
anti-Ig ratbn conjugadas a peroxidasa, en PBS-T-L. Luego de
incubar con el conjugado por 1 hora a 37°C, se agregb 100
Bl /pocillo de sustrato para peroxidasa (OPD) vy se detuvo 1la
reaccifin con H2S504 2N. Se ley6 la densidad Sptica a 492 nm en un
lector de ELISA (Titertek Multiskan). La concentracibn de Igs ep
las muestras se expresaron referidas a una solucifn de IgQG dé
ratbn de concentracidn conocida tomada como esti&ndar.

B) ESTUDIO DE LOS PARAMETROS METABOLICOS DEL HIBRIDOMA EN CULTIVO
ESTACIONARIO

Debido a que las caracteristicas metab®flicas de la lfnea en las
fases de crecimiento y produccibn deben determinarse para
permitir un mejor . control del proceso de prqucciéh en
biorreactor, se siquib el esquema: N

- se sembraron 16 frascos de cultivo con una concentracibn
inicial de 100000 C/ml incub8ndose a 37°C y S % CO2 durante 8
dfas. Los parlmetros determinados, diariamente y por duplicado,
fueron viabilidad, consumo de .glucosa, pH vy concentracifn de
inmunoglobulinas. Los resultados se muestran en la Figura 1.

1

C) PRODUCCION DEL ANTICUERPO MONCCLONAL OKT3 EN BIORREACTOR DE
FIBRA HUECA

I) Descripcifin breve del equipo:

Se utilizé un biorreactor Acusyst-R (Endotronics), el cual
consta de un cartucho de fibras huecas que definen dos
compartimentous, el espacio intracapilar (EIC) v el extracapilar
(EEC). Las c{lulas crecen en EEC y en este queda retenido el
anticuerpo monoclopal que secretan ya que las fibras tienen un
cut-off de 10.000 D. Se produce de esta forma un libre pasaje de
metabolitos y nutrientes entre un espacio y otro exceptuando
aquellas mol{culas de peso molecular mayor de 10.000. EI equipo
posee, ademis, un reservorio de medio conectado, por un lado a la




bomba de medio (BM) , la cual controla la entrada de medio fresco
al EIC y salida de medio circulante (metabolitos), vy por otro
lado a 1la bomba de circulaciéfn (BC) que controla el suministro de
oxfgeno al cultivo. El cambio en el sentido de circulacifin de
medio por el EIC es otro parlmetro posible de ser controlado
seleccionando el tiempo de ciclaje (CT) en el sistema. Al
reservorio se inyecta aire mezclado con CO2, el Z de este en la
mezcla puede controlarse con el nivel del rotémetro del equipo.
Este Z es utilizado para mantener el pH del cultivo en el valor
deseado.

El cartucho estad conectado tambi{n a la bomba de factor (BF) que
controla simult&neamente la entrada de medio al EEC asf como la
velocidad de salida de la cosecha. -

En resumen, seleccionando las velocidades de circulacifn por las
tres bombas se controla, suministro de nutrientes y ox{geno,
salida de metabolitos y cosecha de anticuerpo secretado.

Existen salidas de donde pueden extraerse muestras del medio IC
y EC. El muestreo de IC se utiliza para determinar lcs niveles de
glucosa y el pH en el medio circulante (debe realizarse
diariamente), mientras que las muestras del EC permiten estimar
el estado de las ci{lulas eh el cartucho (viabilidad, c{lulas en
divisién, etc).

NOTA: en este proceso con el +fin de asequrar al ma:imo 1la
esterilidad del sistema se intercalaron filtros de fibra hldeca de

.22 @ (Media-Kap), entre los frascos de alimentacién de IC <y EC
y el biorreactor. Ademds todas las operaciones de cambio de
medios y extracciones de muestras se realizaron en flujo laminar.

11) Operaciones,previé inoculacifin y durante el
procesn de produccién

[y

1- Cultivo de las c{lulas en medio sin antibibtico 24 horacs-
antes de su inoculacién.

2- Lavado del espacio IC con la finalidad de eliminar el
glicerol que cubre las fibras el cual es citotéxico.

>- Tratamiento del EC con medio suplementado con suero, este
proceso prepara el sistema para la inoculacibn proporcionando
a las c{lulas los fictores de adhesifn presentes en el suero.

4- Test de citotoxicidad: permite determinar si el medio
circulante en el gistema tiene algun< accifin citotédxica. Se
extrajeron 10 ml de medio del espacio IC en los cuales se
sembraron 2 millones de c{lulas. Se realiz6, en paralelo un
control con medio del mismo lote. Los cultivos se observaron
cada 24 horas para la deteccibn de alguna actividad




citotéxica, durante 72 horas.

Test de esterilidad: este ensayo permite determinar si se ha
contaminado el sistema en las operaciones previas a la
inoculacifn. Se llevd a cabo simultineamente al anterior. Se
extrajeron 10 ml de medio del espacio IC y se incubaron a
37*C por 72 horas. Se realizf, en paralelo un control con
medio del mismo lote. La presencia de contaminacifin se
analiz6 por observacién microscdpica.

S—- "Set-up" del equipo.
Las condiciones iniciales del equipo fueron:

BM 20 ml/h
BC 100 mi/min

BF 3 ml/h
T 37 *C
Ciclaje O min

Con estos parlmetros fijos se ajustd el rotdmetro a un nivel
tal que el pH inicial fuera estable y de 7.3. Luego de
estabilizado y previo a la inoculacibn se f1j6 la BF en O.

6— Preparacifn del inédculo

Durante los dfas previos a la inoculacifin se siquif un estricto
control del cultivo estacionario, determinindose diariamgnte
concentracifn celular y viabilidad en cada frasco de cultivo. El
valor de concentracifn celular se mantuvo mediante expansién del
cultivo entre 200.000-300.000 C/ml, ya que en este rango las ~
c{lulas se encontratan en fase de crecimiento exponencial.

Un dfa antes de la inoculacifin las c{lulas se cultivaron en
medio sin artibibtico, y por % viabilidad se seleccionaron 14
frascos de cultivo que contenfan 30-40 millones de
c{lulas/frasco y viabilidad de 85-99 %. *

Antes de la inoculacién y luego del setup del equipo las
c{lulas se centrifugaron a 1000 rpm durante 10 min. El pellet se
resuspendi6 en 100 ml de medio EC determinindose ndmero de
c{lulas y viabilidad. Se volvib a centrifugar a 1000 rpm durante
10 min y el pellet se resuspendi6 en 35 ml de medio EC.

El in6culo obtenido consistié en 500 millones de c{lulas y 94 %
de viabilidad.

7- Inozulacibn .

Con la BF en 0, se cerr6 la conexifn entre el biorreactor y
la lf{nea de cosecha. La suspensifn celular (35 ml) se transfirid
a una jeringa de 50 ml y se inocul6 al espacio EC, seguido de la
inyecci6tn de 10 ml de medio EC. E1l proceso de inoculacién se
realiz6 en 15 min. El pH se controlé 2 h post-inoculacién siendo
de 7.3.




S5~ Extraccibn diaria de muestras de IC, determinacién del
consuro de glucosa y medida de pH.

b6— Extraccibn periéfdica de muestras de EC en funcidn de los
par&metros anteriores, crecimiento celular, concentracién de
inmunoglobulinas (Igs) en las cosechas, etc.

7— Cambio de frascos de alimentacién y deshecho de medio IC y de
alimentacifn de EC y cosecha, segdn indican las Tablas 2 y 3
respectivamente. ’

8- Tratamiento de las cosechas: Se centrifugaron a 3000 rpm, por
10 minutos, el pellet se resuspendi en medio de cultivo y
observb microscédpicamente para determinar viabilidad celular,
presencia de c{lulas en divisifn, contaminacién, etc. Las
cosechas se conservaron a - 20°C hasta su purificacién, en

todas se determin® concentracidn de inmunoglobulinas murinas
(ELISA). -

I11) Medios de cultivo utilizados:

Medio IC: DMEM + glutamina (2 mM)/piruvato (1 mM) + penicilina
(100 UI/ml) /estreptomicina (S0 pg/ml) AN
Medio EC: DMEM + 10 7 ST + glutamina (2 mM)/piruvato (1 mM} +
penicilina (100 UYI/ml) /estreptomicina (30 pg/ml). -
</
En 1a Tabla 3 se especifican otros componentes que se adicionaron
a estos medins y en qu{ momento del proceso.

IV) Esquema seguido para inoculacibn:

Dfia - 2: ensamblado del biorreactor, esterilizacién e
instalacién. Lavado del espacio IC durante 24 horas.

D{a - 1: tratamiento del espacio EC con suero. Muestreo para test
de citotoxicidad y esterilidad. Cultivo de las c{lulas
en ausencia de antibiébtico.

Dia O: inoculacién, seleccidn de nivel de rotdmetro hasta
estabilizaci6bn del pH en 7.3.

-
-»




TIEMPO PROCESO PARAMETROS BICRREACTOR
(dias)

EM BC. BF - pH
(ml/h) (ml/min) (ml/h)
-2 ensambl ado
esterilizacién 400 S00 S0 -
lavado IC
-1 trafamiento EC
test 20 100 S0 7.3
citotoxicidad
esterilidad
-0 inoculacifn !

V) CONTROL DEL PROCESO Y RESULTADOS

El proceso se controld mediante la extracciédn diaria de muestras
del espacio intracapilar para determinacibfn de consumo de glucosa
y pH. Cada 48-72 horas se extrajeron muestras del espacio
extracapilar. -

Al dfa S post-incculacifn se comenzé la circulaci&h‘ de factor
por el espacio extracapilar y por lo tanto la cosecha. °

En la Tabla 1 se muestra la estrategia de control vy 1os
par&metros determinados a 1lo largo de todo el proceSo de
produccifn en el biorreactor.

La Tabla 2 detalla el tiempo de recoleccifn de las cosechas, el
volumen y concentracifn-de inmunoglobulinas de las mismas.

La Tabla 3 resume las operaciones y observaciopes realizadas
durante el proceso. '

La observacibn periddica del cartucho y la toma de muestras del
espacio extra:zapilar permitieron estimar, junto con los
parametros medidos la evolucié&n del cultivo. Durante los primeros
S dfas se pudo visualizar una considerable velocidad en el
crecimiento del hibridoma. El dia 3 post-inoculacibn se efectud
una extraccifn de muestra del espacio extracapilar, observdndose
gran nGmero de c{lulas de aspecto viable asf{ como tambi{n
numerosas c{lulas en proceso de divisibn.

A partir del dfa 7 se observé una detencidén en el crecimientc
celular. La extraccifn EEC realizada en el dfa 9 no mostraba un:
cantidad significativa de c{lulas vibles.

El dfa 12 se adicionb HECS al medio extracapilar, y_se detectd
una posible contaminacibn en el EEC, y por lo tanto se :
realizaron extracciones del espacio extracapilar cada 48-7:
horas.
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Se confirm® contaminacién bacteriarna el dfa 19 en el EC,
aumentSndose al doble la concentracidén de Fen-Estr. en el medio

IC, y adicionandole Kanamicina (100 pg/ml). E1 tratamiento con
Kanamicina se continub por 72 horas.

La observacifin de las cosechas tratadas como <se describe
anteriormente demostré: _

La cosecha 2 presentaba mayor cantidad de c{lulas muertas que la
1, en cambio en la cosecha 4 se volvib a encontrar un alto ndmern
de c{lulas de aspecto viable.

La cosecha No 11 fue la primera con una turbidez considerable,
el pellet obtenido 1luego de su tratamiento se resuspendif en
medio de cultiva y se incubbl a 3I7°C por 24 horas. Pudo
comprobarse una contaminacifn por bacterias en esta cosecha.

Las cosechas .guientes presentaban todas una ligera turoide:z.

En el pellet obtenido a partir de la cosecha 15 se observb gran
cantidad de c{lulas no viables y bacterias.
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TABLA 1
TIEMPO BM BF BRC TC pH R CG
(dias) (ml/hr) (ml/hr) {(ml/min) (min) (mg/hr)
0 20 0 100 0 7.3 28 -
1 20 -0 100 0 7.4 28 61
2 20 0 100 0 7.5 20 40
3 20 0 100 (o] 7.5 19 446
4 30 V) 100 (0] 7.5 19 83
S 30 1 100 N 7.4 19 72
& 30 1 100 0 7.5 19 &7
7 130 3 200 720 7.5 i9 72
8 200 2 4C0O 720 7.5 23 64 '
9 200 2 300 720 7.4 28 70 -
10 200 2 JI00 200 7.9 28 &0
11 200 2 300 300 7.3 28 250
12 200 4 400 300 7.3 28 108
13 200 4 400 150 7.4 28 1146
14 250 4 400 150 7.4 28 99
15 250 4 400 100 7.4 28 64
16 250 4 400 100 7.5 28 136
17 300 4 400 &0 7.3 28 87
i8 300 4 400 60 7.4 28 106
19 300 b 400 60 7.9 <8 119
20 350 6 400 60 7.4 2B. .82
21 400 6 S00 12 7.3 28 240
22 400 6 = 500 12 7.4 28 . ;60
23 400 b6 300 12 7.4 28 I20
24 400 6 S00 12 7.4 28 &£00
29 400 6 S00 12 -—- 28 420
26 400 B8 S00 12 7.3 28 -
27 400 8 500 12 7.3 » 28 440
28 400 8 500 12 7.3 28 240
29 400 8 S00 12 7.3 28 200
2 400 8 S00 12 7.4 28 240
31 400 3 300 12 7.2 28 280
32 400 3 S00 12 7.2 28 300
33 400 3 900 12 7.3 28 190
34 400 3 S00 12 7.2 28 120
35 400 3 S00 12 7.3 28 270
36 400 3 S00 12 7.3 28 100
37 400 3 500 12 7.3 28 150
I8 400 3 500 12 7.3 28 1S0
39 400 3 500 12 ——— 28 -
40 Fin del Proceso
BM: bomba de medio CT: tiempo de ciclaje
BC: bomba de circulacibn R: nivel de rotédmetro

BF: bomba de factor CG: consumo de glucosa
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TABLA 2
Tiempo caosecha No Valumen Coacentracibn Igs
(dfas) {ml) (X) {(pg/ml)

8 1 100 235

i0 2 200 60

12 3 200 100

14 4 200 32

16 S 200 42

19 6 250 73
20 7 100 41
22 8 400 63
24 9 400 120
26 10 400 I3 !
27 11 200 8
28 12 200 -
29 3 200 41
30 14 180 57
I3 15 180 100
39 16 200 74
37 17 ’ 200 . 98 -~
z9 iB 500 45
40 19 150 40

(¥) En algunas cosechas el volumen excede al qﬁg debéria
haberse cosechado .de acuerdo a 1la velocidad en la BF, gsto se
debi® a que se mantuvo parcialmente la misma en valores mayores

que los indicados en la Tabla 1 en general luego del cambie de
filtros.




Tiempo
(dfas)

&

7
12

-~

19

20
21

o

et
~

,
A

30
e
Qe |
38
40

TABLA 3

Operaciones y Observaciones realizadas
durante el proceso

Taponamiento de filtro de medio EEC.-
Taponamiento de filtro de medio EIC

Adicibn I 7 HECS a medio EEC.

Adicibn Kanamicina y duplicacidén [pen—-estr]
al medio EIC.

Idem anterior.

Idem anterior.

Adicibn 3 7 HECS a medio EEC.

Formacidn cristales en conexidn de entrada al
EEC del cartucho. Tapanamiento de filtro de
medio EEC.

Adicibn = % HECS a medio EEC.

Idem anterior. -

Formacifn cristales idem dfi{a 26.

Descone:zi6n del biorreactor.
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D) PURIFICACION Y CONTROL DEL ANTICUERPO MONOCLONAL OBTENIDO

I) T{cnicas usadas en el control del anticuerpo
OKT3:

Determinacibn de concentracién de protefnas totales por Lowry.
Determinacibn de concentracién de Igs murinas por ELISA.
Determinaci6n del nivel de pureza por SDS-PAGE y densitometr{a.
Determinacibn de especificidad por IFI.

Determinaci6n de presencia de &cidos nucleicos por
electroforesis en gel de agarosa.

Determinacitn de concentracidn de Proteina A (ELISA).

M I W W W

»

x IFI !

Como cf{lulas CD3+ se utilizaron ya sea linfocitos humanos
perifiricos separados de sangre fresca por gradiente de Ficoll

{FPharmacia), vya sea l{neas celulares T (Molt-4, Jurkat,
provenientes del Centro de Investigaciocnes Biol6gicas).
La t{cnica se realiz8, en microplacas de 96 pocillos. Se incubéd

por 30 minutos a 4°C, S0 fl /pocilio de las muestras a ensayar con
500.000 c{lulas/pocillo. Luego de lavar 2 veces con FES-ESA 0.1 7%
se incub® por 30 minutos a 4°C, con SO pl/pocillo de una dilucidén
adecuada de anti-Ig ratfn conjugada a fluorescefna. Qe determing
7% de c{lulas fluorescentes en cada muestra. En cadadensayoc se
introdujo un control positivo, un control negativo y un blanco.

’

X Determinacibn de concentracidén de Protefna A T

Considerando gque la Protefna A puede ser un contaminante
1mportante en los eluatos obtenidos luego de la cromatogratfa ce
realiz6 una determinacién de la misma por ELISA. FRara ello se
siguib el mismo esquema que para determinacién de Igs murinas con
algunas modificaciones. Se sensibilizf6 con anticuerpos anti-
Protedfna A obtenidos en carnero, vy se revel® con los mismos
anticuerpos conjugados a fosfatasa alcalina. Se utilizé una
solucibn de Protefna A de concentracién conocida como esté&ndar.

11) Procedimiento

lLos anticuerpos monoclonales OKTZ se nurificaron a partir de
sobrenadantes de cutivo estacionario Y de cosechas de
biorreactor. Los ssobrenadantes se utilizaron para ensayar las

condiciones de purificacién y control del monoclonal obtenido.
FPara ello se parti6 de sobrenadante de un cultive estacionario
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de 48 horas (V= 1000 ml) el cual se precitpito con sulfato de
amonio (50%). Luego de dejar estacionado 2or 2 horas a 4°C, el
precipitado fue centrifugado a 6500 rpm, 4°C durante 20 minutos.
Posteriormente se lav6 2 veces con sulfato de amonio S0% y se

centrifugb en las mismas condiciones. El precipitado se disolvié
en 200 ml de PBS, se centrifugb a 6500 rpm, 4°C durante 20
minutos y se realiz8 una gel filtracidn por Sephadex G-25
(Pharmacia), para eliminar el sulfato de ameonio usando Tris 20
mM/ NaCl 150 mM pH 7.5 como tampbn de corrida. El1 eluato se
concentr® por ultrafiltracidn hasta un volumen final de SO ml.
Posteriormente, a 20 ml de eluato concentrado se le realiz6 una
cromatograffa de afinidad en Protefna A-Sepharose (Pharmacia),
adsorbiendo la muestra en tampfn glicina 1.5 M/ NaCl 3 M pH B.6,
eluyendo consecutivamente con los siguientes tampones citrato a
pH: 65 53 4 y 3. Se obtuvieron picos de elucién a pH 6, Sy 3
A cada uno de los eluatos se les determin6 concentracién Igs
pureza y especificidad. L

Los resultados mostraron que 1la mayor cantidad de Igs se
recuperaban en el eluato a pH 3, donde adem8s se encontraba la
actividad especffica. No se observf bandas de contaminantes
importantes en esta fraccié6n. i

Consecuentemente el m{todo seleccionado para la purificacién del
anticuerpo monoclonal a partir de las cosechas de biorreactor
sigui6 el esquema:

A) Cromatografia de Afinidad en Protefna-A(Xx)

N

a- Filtraci6bn de cosechas por membrana 0.22 ﬁ; dilucidn
al medio con tampén glieina 1.5 M/NaCl Z M, pH B.6 (tampdn 1), o
PES pH 7.4. >
b- Lavado de la columna de Protefna—A Sepharose con
tamp6n citrato pH 3.
c- Neutralizaci6n de la columna cor tampdn 1.
d- Aplicacifn de la muestra (90% de la capagidad de la
columna).
e— Lavado de non-bound con tampén 1, o FES.
f- Elucifn con tampdén citrato pH 6.
g— Elucibn con tampén citrato pH S.
h- Retomar en paso b.

(%) Se utilizé Protedna A producida en Cuba.
Como m{todo de disminuir la adsorcién de IgG bovina del &7 a la
Protefna-A, se us6 en las dltimas purificaciones PBS pH 7.4 como

tamp6n de acoplamiento (6).

Los eluatos a pH S y 6 fueron neutralizados con Tris. Se les
controlé pureza,” [Igs], proteinas totales y especificidad.
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B) Gel Filtracifn por G-25
Este paso se realiz8 para cambio de solucién tampén en los

eluatos obtenidos a pH S5, usando Tris 20 mM/NaCl 150 mM, pH 7
como tamp6n de corrida.

C) Concentracién

Todos los eluatos obtenidos a pH 35 se concentraron por
ultrafiltracin y se congelaron a — 20°C. Se filtré& por membrana
de poro 0.22 g y se liofiliz6. Parte de este pool (UGKT3 FE) se
utiliz6 para las etapas que se describen a continuacidn.

D) Intercambio I6nico en DEAE-S2

Se realizf este intercambio con el fin d=2 eliminar algunas
protefnas que se encontraban contaminando el producto fi.ial
obtenido en C (OKT3 PE). Se siguib el esquema:

- tampén de acoplamiento: Tris 20 mM, pH B.S

- aplicacibn de la muestra diluf{da en tampdn de acoplamiento
hasta presentar una conductividad similar al tamp6n de
acoplamiento.

~ elucién con Tris 20-mM/ NaCl 60 mM.

- elucifn con Tris 20 mM/ NaCl 100 mM,

- elucibin con Tris 20 mM/ NaCl S00 mM.

- regeneracibn de la matriz con Tris 20 mM.

“

A los eluatos se les determin® concentracidén total de prgteinas,

[Igsl, pureza, presencia de DNA.

E) Intercambio I6nico en DEAE-Sephacel

S2 realizb este intercambio con el objetivo de eliminar los
contaminantes que no pudieran ser eliminados en el paso anterior.
Se siguib el esquema: s
- tamp6n de acoplamiento: Tris 20 mM, pH B.S
- aplicacién del eluato NaCl 690 mM del paso C, dilufdo en
tamp6n de acoplamiento hasta presentar una conductividad
similar al mismo.
- elucibn con Tris 20 mM/NaCl 60 mM.
- elucibn con Tris 20 mM/NaCl 100 mM.
- elucifn con Tris 20 mM/NaCl S00 mM.
- regeneracién de la matriz con Tris 20 mM.

F) Bel Filtraciéfn en Sephacryl-300 (Pharmacia)
Debido a que el % de pureza de la fraccifn 1 obenida lueao del
intercambio i6nico con DEARE-S52 y del OKT3 PE eran similares se
usb parte de este dltimo sin liofilizar para ensayar otro paso de

purificacién que pudiera eliminar los contaminantes. Para ello se

realiz6 una gel filtracidn en Sephacryl-3Z00 usando Tris 20 mM pH
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8.5 como tamp6n de corrida.

I1I) RESULTADOS

La Figura 2 muestra el esquema de purificacibn sequido y en la
Figura 3 se muestran los resultados obtenidos en el primer paso
(cromatograf{a de afinidad en pratefna A). Como puede cbservarse
algo de anticuerpaos detectables por ELISA eran elufdos a pH &.

Cabe seialar que para 1las cromatogratfas hechas con PBS pH 7.4
como tamp6n de acoplamiento se obtuvo un eluato a pH 6 mucho
menor, que para aquellas en las que se uso tampén pH B8.6. -

La Figura S muestra 1la densitometrfa obtenida 1luego de
electroforesis SDS-PAGE para el OKT3 PE previo a su
liofilizaci6bn. Como puede observarse aun se encontraban bandas de
contaminantes (alb@mina, transferrina, prote{na A) que segdn el
denvitograma constitufan el 33 % de la muestra total. A esta
misma muestra se le determinbé contenido en Protefna A
obteni {ndose un valor de 25 ng/ml.

E! ensayo de IFI mostr® para todos l1os eluatos obt=znidos a pH 5
{en todas las cromatograffias realiradas), que en esta fraccién se
concentraba 1la mayor especificidad (m8s de 85 . de las c{lulas
eran reconoccidas por dicha fraccién). El patrdn de fluorescencia
obtenido se caracteriz6 como puntos en los "bordes" de la c{lula,
distribufdos no uniformemente en todo el perimetro. Eske patrén
fue similar al obtenido con el anticuerpo monoclonal\apti-CDZ
IOR-T3 (producido por el INOR).

Los resultados obtenidos luego del intercambio i16nico en DERE-S2
se muestran en la Figura 4 vy los densitogramas de cada eluato en
las Figuras 6, 7, B8 y 9. Puede comprobarse que una cantidad
importante de gamasglobulinas "no murinas" (no revelakles por
ELISA) fueron elufdas con NaCl 100 y S00 mM. s L

La determinacifn de presencia de &cido nucleico se realizé a
los tres eluatos obtenidos del intercambio 1i6nico, a la cosecha
17 y al OKT3 PE. Los resultados mostraron presencia de &cido
nucleico en todas las muestras excepto el eluato de intercambin
i6nico obtenido con NaCl 460 mM.

El intercambio 16nico en DEAE Sephacel no resultéd adecuado para
separar las protefnas contaminantes.

La gel filtracibn en Sephacryl-300 permitid eliminar las
protefnas contaminantes, obteniendo una @Gnica fraccidn que por
electroforesis y posterior densitometr{a present6 una pureza de
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100 %Z (Figura 10 y 11).

A continuacibn se resumen los resultados de % pureza obtenides
en cada paso de purificacibn, para la fracciédn OKTS PE, las
fracciones obtenidas del intercambio i&nico con DEAE-52 y la
fraccifn obtenida en gel filtracidén con Sephacryl-5-300 high re-
solution.

Fraccibn % (CP+CL) ZC PT (mg/ml)
OKT3 PE 85 15 8.7
N R 24 76 0.1
F 1 81 19 0.4 -
F 2 S1 49 0.1
F3 &3 37 0.1
Sephacryl 100 0 2.7
CP: Cadena Pesada C: Contaminantes
CL: Cadena Liviana PT: Protefnas Totales

De la tabla anterior se puede resumir lo siguiente:
- mg anticuerpo obteniao en las cosechas: 290 mg
- my de anticuerpo OKT3 liofilizado: 297 mg/ pureza 85 %
- mg de anticuerpo luego de gel filtracién: 32 mg/pu;é:; 100 7.

- Rendimiento en purificaeifn: aproximadamente 100 %. P
~
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DISCUSION
I- Partes A,B y C

Considerando el objetivo de esta etapa del Froyecto 1la
inoculaci6n del anticuerpo monoclonal en an.males €2 realizé con
el fin de analizar la produccifn en ascitis y compararla con la
del biorreactor. Una vez que el primer protocolo de inoculacibn
no dio resultados positivos se ensayaron consecutivamente 1los
otros dos descritos en la parte experimental. E1 hecho de haber
obtenido un 0Z de prendimiento de ascitis, sin observar tampoco
el desarrollo de tumor s6lido en los animales podr{a explicarse
por una pi{rdida en la clonalidad en la l{fnea o por el uso de un
protocolo de inoculacifin inadecuado. Ambas hipétesis deber {an ser
estudiadas, la primera realizando un clonado de 1la l4{nea
determinando si la poblacifn aun continda siendo cerrada vy la
segunda utilizando otras condiciones en el protocolo de
produccifn de ascitis (Ej: otros irritantes, usar animales
suprimidos, etc.).

El cultivo del hibrido en suspensifn se caracterizd por una muy
baja viabilidad. Como primeramente se realiz6 un cultivo en
frasco spinner y se obtuvo (48 h post-siembra) un descenso
significativo en 1la viabilidad (resultado reproducido en dos
experimentos independientes), se supuso que la agitacibn podri{a
constituir un factor negativo para el cultivo. Por esta razén se
procedif a realizar un encapsulamiento de 1las c{lulas en
alginato, esperando que el microcambiente de las peklas de
alginato protegiera a las c{lulas de la agitaci6n. Debido™-a que
en este sistema tambi{n se produjo un descenso en la viabilidad vy
que {ste podr{a deberse a alguna accibn citotdxica del alginate,
no puede asegurarse cuél (o cudles) pudieron haber sido los
factores responsables de la muerte celular. Mediante el agregado
de perlas de alginato a un cultivo estatico podria comprobarse si
{ste pudiera ser citotfxico. Los resultados de disminucién en 1la
producci6n de Igs y en el consumo de glucosa para él primer
cultivo son conceordantes con la progresiva muerte celular. Sin
embargo, en el cultivo con alginato este descenso no es marcado,
suponi {ndose que tanto las Igs producidas como el consumo _de
glucosa eran mantenidos por las c{lulas que escapaban de las
perlas y que se encontraban diariamente libres en el medio.

Ambos sistemas fueron descartados como forma de preparar el
in6culo para el biorreactor, ya que con ninguno de ellos fue
posible 1la obtencién del ndmero de c{lulas necesarias Yy con la
viabilidad requerida. Por ello se seleccioné el cultivo
estacionario para la preparaci6n del i1néculo, para el cual se
hab{a determinado que las c{lulas se encontraban en fase de
crecimiento exponencial y con alta viabilidad, si se mantenfan a
una concentracifn entre 200.000-300,000 C/ml. :

Los resultados de la curva metabélica muestran que cuando en el
medio se alcanza una concentracifn de glucosa remanente de 1.5
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mg/ml v un pH de 6.9, las c{lulas se encuentran en fase de
producci6n. Estos valores de pH y glucosa debian ser manejados en
el cultivo en biorreactor para seleccionar la fase de produccibn
una vez superada la de crecimiento.

El proceso en biorreactor tuvo como aspecto no esperado el
mantenimiento del pH sin necesidad de variar el nivel del
rotimetro y un C6 que se mantuvo en bajos niveles durante el
mismo, aun cuando el sistema se encontraba contaminado.

La detencifn en el crecimiento observada alrededor del dfa 7
acompaiada de la estabilizacién en CG, indicaban que una alta
proporcifn de c{lulas habfan muerto. Los factores que llevaron a
ests muerte celular sin duda fueron la baja velocidad de la bomba
de circu'acibn (insuficiente suministro de oxfgeno) y 1la baja
velocidad de 1la bomba de medio, vya que, si bien 1los niveles de
glucosa se encontraban por encima de los recomendados, 1la
eliminaci6fn de metabolitos pudo no haber sido suficiente. A esto
debe sumarse el hecho que 1los dfas 6 y 7 se produjo un
taponamiento de 1los filtros de wmedio EC e IC, respectivamente,
dejando al sistema sin circulacién de medio por un 1lapso de
varias horas.

No pudo lograrse la recuperacin del cultivo en ningdn momento a
lo largo del proceso, aun cuando al agregar HECS al EC se pudo
observar un leve aumento en el CG. Este hecho permitirf{a suponer
que el agregado de HECS desde el comienzo del proceso pqpf(a ser
beneficioso, aunque no se hallan observado diferencias en el
crecimiento con y sin HECS en cultivo estatico. "

Durante el proceso (dfa 26 y 38) ce observd la oclusidn de 1a
conexi6n de entrada de medio al EEC por la formacién de cristales
cuyo origen no puado explicarse vy cuya formacin no estaba
directamente asociada a la adici6én de HECS al medio EC.

Aunque la contaminacif) se mantuvo controlada hasta el fin del
proceso, probablemente por 1la adicibn de FKanamicina vy la
duplicaci6n ce la concentracién de penicilina/estreptomicina en
el medio IC, pudo tener una acci6bn retardadora en la recuperacién
de las c{lulas. El mantenimiento en el CG y la estabilidad del pH
fueron wun 1indicio del control de 1la contaminacifn. Estos
parimetros tambi{n indicaron junto con la disminucidn en la [Igs]
en las cosechas la imposibilidad de recuperacibn de las c{lulas.

Con los resultados obtenidos con este hibridoma puede
recomendarse que tanto la bomba de medio como la de circulacifn
deben fijarse en valores mds altos desde el comienzo del proceso,
aun cuando se sobrepase el nivel de glucosa requerido. Tambi{n
ser {a conveniente realizar un control del nivel de metabol itos
(&ido l4&ctico) y del suministro de ox{geno. La circulacién de
factor antes del dfa S tambi{n podr{a ser beneficiosa para
introducir el cultivo en fase de crecimiento. ’
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I1I- Parte D

La cromatograffa de afinidad en Frotefna—-A permitié alcanzar un
nivel de pureza de solamente 83 7. (Figura S5), de todas formas,
debe considerarse que aunque en este caso particular el
anticuerpo a purificar no constitufa la protefna mayoritaria en
las cosechas el grado de purificacin que se obtuvo fue
significativo, por lo que se justificarfia incluir este paso como
el primero en el esquema de purificacibn. Este porcentaje
podria, no obstante mejorerse con un lavado m8s prolongado de la
columna entre la elucitn con pH 6 y pH S. El uso de FBS pH 7.4
tambi{n evitarfa la unifn de la Ig6 del ST a la Proteina-A, por
lo que serfa aconsejable, en este caso particular en que el
monoclonal es de subclase 19G2a, wutilizar como tampfn de
acoplamiento PBS pH 7.4.

El contenido en Protefna-A en la muestra OKT3 luego de 1la
cromatograffa serd importante en funcién del uso del anticuerpo,
se ha demostrado que la gel filtracibn permitir{a su eliminacién

lo cual no descarta el posible uso de otros m{todos mé&s
ventajosos.

Como se ha dicho anteriormente se -intent6b eliminar 1los
contaminantes con intercambio i6fnico en DEAE-52. Los resultados
que se ven en la Figura 4 muestran que gamasglobulinas no
revelables en el ELISA utilizado ("no murinas") eran eliminadas
del pool de anticuerpos a purificar, ya que elufan con WaCl 100
y 3500 mM. De todas formas puede observarse que aun restaban
proteinas contaminantes en e} eluato NaCl 60 mM, seqgln anuestra el
densitograma obtenido de esta fraccibn. La Figura 7 muestra.gue
no hubo aumento de pureza luego del intercambio en esta matri:z.
Sin embargo sf puede decirse que {sta funcionari{a adecuadamente
para eliminar el ADN contaminante, ya que el mismo fue elufdo a
concentraciones de NaCl mayores de 60 mM.

El intercambio i6nico en DEAE-Sephacel no deber{a incluirse ya
qgie no mejora la pureza del producto final.

En cuanto a la gel filtracibn en Sephacryl-300, debe observarse
que el nivel de pureza alcanzado es satisfactorio. Sin embargo
debe ternerse en cuenta que ' se pierden en este paso
aproximadamente 10 % de anticuerpos. La eleccifn de este paso en
la purificaci6n dependerd del balance entre pureza que debe
presentar el anticuerpo y rendimiento requerido para el proceso.

Es importante hacdr notar que si bien la gel filtraci6n podrf{a
constituir un m{todo ideal para alcanzar una pureza
suficientemente alta, presentar{a serios inconvenientes a la hora
del escalado en la produccién. Dichos problemas no se presentaron




en esta purificacifn ya que se trabajé con cantidades totales de
protefnas del orden de mgs. Cabe notar que la gel filtraci6n
realizada a 40 mg de protefnas consumi® aproximadamente 18 horas,
a este tiempo debe sum&rsele el tiempo utilizado en 1la
concentracifn del eluato (factor de dilucién de 60) S horas. De
todas formas y de acuerdo con 1os resultados la gel filtracién
debe tenerse como una herramienta posible para alcanzar un

elevado grado de pureza al final del proceso de purificacibn
cuando otros m{todos no serf{an Gtiles.

Debe considerarse QuUE en el cdlculo de rendimiento de
purificacifn se comparé [Igs] murinas determinadas por ELISA en
las cosechas determinadas por ELISA con cantidad total de
protefnas en el producto final purificado determinadas por Lowry
(corrigiendo por el % de pureza del anticuerpo obtenido por
densitometrf{a), siendo que ambos m{todos de determinacién de
prote{nas no son enteramente comparables, el rendimiento
calculado representa solamente un valor aproximado.

De acuerdo a estos resultados el esquema de purificacién que
puede plantearse para este anticuerpo monoclonal ser{a:

a— Cromatograffa de Afinidad en Protej :a-A
Controles: Protefinas totales
Actividad
Igs totales ¥
Pureza
Acidos nucleicos
b- Intercambioc i6nico en DEAE-S2
Controles: idem a
c—- Gel filtracibn en Sephacryl-300
Controles: idem a -

Un esquema como este implicarfa una p{rdida de anticuerpos del
10 Z, 1la mayorfa en el paso de gel filtraci6n, por lo que se
obtendr{a aproximadamente un 90 7 de rendimiento con 100 % de
pureza.

No debe obviarse que estos pasos deberf{an ser optimizados para
este monoclonal con el fin de analizar la posibilidad de eliminar
alguno de ellos sin afectar rendimiento y pureza obtenidos.




CONCLUSIONES

No obstante la imposibilidad de obtener una produccifn de
anticuerpo monoclonal acorde a la escala que permite el cultivo
en biorreactor de fibra hueca, este no debe descartarse para tal
fin. Debe considerarse que el rdpido crecimiento observado
durante la primera semana y el aspecto de las cf{lulas que se
extrajeron del EEC, asf como 1la [Igs] de la primera cosecha,
estarfan sugiriendo que el cultivo en biorreactor constituye un
sistema adecuado para la produccifn masiva del anticuerpo
monoclonal secretadc por el hibridoma OKT3. Deben, sin embargo,
determinarse las condiciones de cultivo para este hibridoma que
permitan controlar adecuadamente el proceso y alcanzar la fase de

crecimiento para mantener a las c{lulas posteriormente en fase de
produccién.

En cuanto a la purificacién pudo establecerse un esquema
tentativo de purificacifn que rendirfa un anticuerpo de alta
pureza (100 %) v con buen rendimiento (90 7). Deberfia, sin
embargo, realizarse un control m8s estricto al producto final en
funcifn del uso del OKT3, as{ como tambi{n incluir un sistema de
cuantificaci6tn del mismo (ELISA celular). -~

Considero particularmente que este entrenamiento ha cumplido los
objetivos propuestos permiti{ndome la asimilecibn de los aspwctos
b&sicos concernientes a la produccidén masiva y purificacidh. de
anticuerpos monoclonales, contando con el excelente equipamiento

y personal capacitado que ofrece el CIGB. -
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DIAGRAMA DE FLUJO DE PURIFICACION

CROMATOGRAFIA EN PROTEINA-A SEPHAROSE

GEL FILTRACION POR G-26

ULTRAFILTRACION

LIOFILIZACION

GEL FILTRACION
SEPHACRYL-300

[

Protelnas totales (Lowry)
" Pureza (SDS-PAGE)

INTERCAMBIO IONICO DEAE-6

Protainaa totales (Lowry)
[Ac) (ELISA)
Eapeclificidad (IFI)
Pureza (SDS-PAGE)

Proteinaa totales (Lowry)
[Ac] (ELISA)
Eepacificidad (IFI)
Pureza (SDS-PAGE)

Proteinas totalea (Lowry)
[Ac] (ELISA)
Pureza (SD8-PAGE)

INTEACAMBIO IONICO DEAE-SEPHACEL

FIGURA 2«




SO

~0
(28
12}
f
F N® (PT) [Ac) Act. \
N B 7.2 ND -
F 1 1.0 150 +++
F 2 1. 20 +—
F3 —— -—- -

ND- no detectable

FIGURA =

Cromatograf{a en Prote{na-A Sepharose. La tabla muestra
concentraci6n de protefnas totales (PT) en mg/ml,
concentracibn de Igs ([Acl) en pg/ml y actividad
espec{fica, para el non-bound (NB), y las fracciones 1
(F 1), 2 (F2) y 2 (F 3.
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FIGURA 4

(S
-

Cromatografia de {intercambio i6nico en DEAE-52. Se representa’
esquendticamente las fraocciones eluidas y ] gradiente’
discontinuo de NaCl realizado 60 , 100 y SCGO wM (linea
escalonada). La tabla muestra los valores de concerntracicn total
de proteinas (PT) en mg/ml y conocentracién de Igs murinas ([Ac))
en ug/sl, para el non-bound, y las fracoiones 1 (F 1), 2 (F 2) y
3 (F 3). ' ’
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Anexo IIX

CARACTERIZACION DE UN ANTICUERPO MONOCLONAL CONTRA ECHINOCOCCUS
GRANULOSUS :RELEVANCIA DEL RECONOCIMIENTO DE EPITOPES GLUCIDICOS

Marina Miguez,Alba Bentancor & Alberto Nieto
Citedra de Inmunologia,Facultad de Quimica, Inst. de Higiene
Alfredo Navarro 3051
11600 Montevideo-Urughay

RESUMEN

Sonicado de protoescolex (PES) de E. granuylosus se fracciona por
cromatografia de afinidad con Con-A Sepharosa analizé&ndose la reaccién
de 9 AcMo (dirigidos contra ese Ag) con la fraccién Con-A reactiva y
no reactiva por ELISA.También se ensayaron por ELISA estos >cMo
utilizando el Ag tanto tratado con endoglicosidasa F (ENDO-F) como
oxidado con peryodato.Se caracterizé un AcMo (A8G2) dirigido contra Ag
de superficie de PE.Es de clase IgM exhibiendo en isoelectroenfoque 2
bandas de pI 6,9 y 7.1.En Western Blott tanto contra PES como extracto
con detergente MEGA-10 de proteinas de superficie de PE reconoce
subunidades entre 116 y 28 kDa y en el segundo caso entre 99 y 21
kDa. La Inmunofluorescencia indirecta (IFI) revela un patrén homogéneo
en superficie de PE viables.AcMo de otros laboratorios (C.Mufioz vy
Siracwsano) contra Ag de Liquido HidAtico (LH) y otro (Craig) contra
oncosferas de E. granulosus, fueron anallizados por ELISA usando las
fracciones de Con-A Sepharosa y PES oxidado con peryodato.El 90 % de
los AcMo analizados muestran especificidad para epitopes
glucidicos. AcMos contra distintos Ags de E. dgranulosus revelan la
inmunodominancia de epftopes glucidicos. Se ensayé la capacidad de
proteccién pasiva en ratén del AcMoA8G2 contra wuna infeccién
secundaria experimental. Los resultados no permiten concluir que

existan niveles significativos de proteccién.

INTRODUCCION
E. granulosus es un cestodo cuya larva causa la hidatidosis afectando




-

tanto al hombre como animales domésticos,constituyendo una de las
zoonosis mis importantes en el mundo (McManus & Smyth,1986).En Aareas
endémicas (notablemente Uruguay) la infeccién con este metacestodo
constituye un gran problema para 1la salud péablica y es causa
importante de pérdidas econémicas (Schwabe 1986;Nieto,Bhrlich &
McManus 1988). Inmunizacién protectiva contra la infeccién primaria en
ovinos por este parasito,usando oncosferas de E. granulosus es
factible de acuerdo con Heath et al. 1981.8in embargo no hay datos
concluyentes sobre proteccién contra infeccién secundaria producida
por sus PE (Heath 1986).Esta clase de infeccién es muy £frecuente en
humanos por resliembra debida a accidentes quirdrgicos.Por estas
razones la béasqueda de un inmGnogeno protectivo para prevenir las
infecciones secundarias debe llevarse a cabo.Distintos Ag han sido
probados en inmunoprofilaxis y 2 de ellos han demostrado ser
eficientes : oncosferas enteras y sus productos de excrecidédn-secrecién
(Heath 1981) ;sin embargo la poca disponiblilidad de oncosferas y su
alta patogenicidad dificultad el desarrollo de procedimientos de
inmunizacién a gran escala. Han sido demostradas 1las reacciones
cruzadas entre Ag de oncosferas y PE y por esta razén también es
importante 1la caracterizacién de 1los Agqg compartidos en busca de su
actividad protectiva.

Es claro que las estructuras glucidicas juegan un rol muy importante
en las estrategias de supervivencia de trematodos y nematodos Los
pardsitos deben negociar su supervivencia en muy distintos entornos
durante su ciclo de vida. En cada estadio, 1los carbohidratos de
superficie o secretados parecen ser muy importante en la interaccién
del pardsito con su entorno. Sin embargo solo reclentemente se han

comenzado estudios en carbohidratos de Schistosoma y Toxocara canis

(R.M. Malzels et al 1987,D.W.Dunne 1990,A.J.G. Simpson 1990 ).




*En nuestro laboratorio hemos comenzado a estudiar este problema en E.
granulosus para lo cual se obtuvieron 16 AcMo especificos contra Ag
presentes en PE. Se estudié la naturaleza qujmica de los epitopes que
reconocen 9 de ellos, asf{ como 3 provenientes de otros laboratorlios.
Se caracterizé en profundidad uno de los 9 AcMo seleccionado por 1la
estabilidad y capacidad de sintesis de 1la clona correspondiente.
Posteriormente se estudié la relevancia del epitope que é1 reconoce en
relacién a 1la inmunidad del huésped, a través de un experimento de

inmunizacién pasiva en ratén.
MATERIALES Y METODOS

ANIMALES

Ratones Balb/c obtenidos originalmente de Charles River . Breeding
Laboratories,Inc. (Wilmington, M.A., USA) y subsecuentemente criados
en la Facultad de Quimica,Montevideo,Urugquay,fueron usados para las

irmunizaciones.

ANTIGENOS

Liguido HjdAtico: Antfgenos de ligquido hidatico (ﬁH) fueron obtenidos
puncionando asépticamente quistes hid&ticos ovinos recientemente
extraidos y aspirando el liquido (conteniendo protoescoleces (PE) vy
fragmeutos de membrana). Los PE se dejaron sedimentar de la suspensién
durante 20 minutos a temperatura ambiente y el fluido fue removido
cuidadosamente. Inmediatamente se agregan EDTA y azida de sodio al LH
hasta una concentracién de 5 mM Yy 0.02%, respectivamente.
Posteriormente el LH fue extensivamente dializado contra agua

destilada y congelado.




Protoescolex : PE obtenidos de la forma antedicha fueron lavados con
solucién de sales de Hanks para separar los viables de los no viables

Y restos de membrana. La viabilidad fue evaluada con Tripan blue y por

actividad de células flamigeras. -

Sonicado de PE: PE viables se sonicaron en cuatro ciclos de 15

seqgundos hasta observar al microscoplo desinteqgracién total. Se

conserva a -20 ©oC.

Extracto con detergente MEGA-10 : 70000 PE viables fueron lavados con
pepsina 0.025% durante una hora, se lavaron con solucién de sales de
Hanks y se dejaron decantar.Se agregé detergente MEGA-10 (1% en
solucién de sales de Hanks),se agité durante dos horas a temperatura
ambiente. La concentracién de proteinas se evalué por absorbancia a

280 nm o por el método de Bradford.

JSCOM de proteinas de superfiice de PE: fueron preparados de acuerdo a
Morein et al. (1984).

AcMo A8G2: Se wutilizaron ratones hembras Balb/c 3z entre 12 y 24
semanas de edad. Se administraron por via intraperitoneal 50 ug de
A8G2/ratén 4 horas previo a la infeccién intraperitoneal con 1000 o
2000 PE segGn el lote experimental utilizado. 8e hicieron extracciones
de sangre por vena caudal a los 7, 15, 28 y 46 dfas. Se sacrificaron
todos los ratones (Inclufdos los de control no tratados con A8G2) a
los 180 dias y se contaron los quistes midiendo también su diémetro.
INMUNIZACION

Un ratén Balb/c de 8 semanas de edad fue inmunizado segén el siguliente

protocolo

dia 0 y 30 - se inyectan intraperitonealmente 2000 PE muertos por
congelado-descongelado en PBS



dia 60 y 64 - se inyecta intraperitonealmente 200 ug PES en
Adyuvante Completo de Freund (ACF) (1l:1;v/v).
'PRODUCCION DE HIBRIDOMAS

Células de mieloma NSO se fusionaron con las células del bazo del
ratén inmunizado,mezclando ambas poblacioneg'celulates en un tubo de
50 ml usando una relacién 2:1.Se centrifugé 10 minutos a 400g y se
descarté el sobrenadante.Al pellet se le afiadié PEG 1500 50% p/v. Se
resuspendié el pellet en 96 ml de HAT-20% FCS y se distribuyé en
placas de 24 pozos.Se mantuvieron en HAT aproximadamente 1 semana
sustituyendo el 50% del medio cada 2 o 3 dfas. Posteriormente las

clonas sobrevivientes se pasaron a RPMI - 10% FCS y fueron clonadas

por dilucién limite en placas de 96 pozos.

PRODUCCION DE ASCITIS
Se utilizaron ratones Balb\c para obtener ascitis de acuerdo a

Brodeur,Tsang y Larose (1984).
CARACTERIZACION

* ENZIME LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY ( ELISA )

Se ensayaron los sobrenadantes de cultivo de los hibridomas por ELISA
contra distintos Ags.

Placas de 96 pozos (NUNC,Denmark) fueron sensibilizadas con 100
ul/pozo de una solucién : a)ls ug/ml de PES en PBS ,b)25 ug/ml de LH
en PBS,c)20 ug/ml de extracto MEGA-10 y d) 10 ug/ml de sobrenadante de
PE con 10 dias de cultivo en RPMI-FCS 10%. Se usaron condiciones de
saturacién de la superficie de las placas de ELISA (Mufioz et al. 1986)
y se incubaron toda la noche a temperatura ambiente.Luego de descartar
los sobrenadantes se agregé 200 ul/pozo de BSA 1% en PBS e incubé 1

hora a temperatura ambiente. Las placas fueron lavadas 3 veces con 200




-ullpozo de PBS-0.05% Tween 20 y una vez con PBS. Diluciones seriadas
-de 1los sobrenadantes de cultivo en 0.05% Tween 20 y 1% BSA en PBS
(PBS-T-BSA) fueron sembradas (100ul/pozo) e incubadas 3 horas a
temperatura ambiente. Luego de lavadas las placas, una dilucién
apropiada de anti-inmunoglobulinas de ratén obtenidas de oveja y
conjugadas a Peroxidasa (Sigma,St. Louis) diluidas en PBS-T-BSA fue
sembrada a razén de 100ul/pozo e incubada toda la noche a 4 ©cC.
Después de descartar los sobrenadantes, las placas fueron lavadas y se
agregé 200 ul/pozo de solucién de sustrato MBTH-DMAB (Ngo & Lenhoff
1980); y se agitaron durante 20 minutos a temperatura ambiente.La
reaccién enzimadtica se detuvo por adicion de 50ul/pozo de solucién 2M
de acido sulfGrico,y la densidad é6ptica a 600 nm fue medida en un
lector Titertek Multiskan Plus (Flow Labotatories,Helsinki,Finland)

* INMUNOBLOTTING

La especificidad de los AcMo fue estudiada por blott realizadndose 1la
electroforesis en presencia de mercaptoetanol segén metodo de Laemli
(1970), utilizandose como Ag PES,extracto Mega-10 e Iscom.Para la
transferencia a nlitrocelulosa se utilizé el 2117-250 Novablot
Electrophoretic Transfer Kit LKB , las condiciones fueron 250 mA
durante 45'.

Posteriormente la membrana fué bloqueada toda la noche en PBS-1% BSA e
incubada con sobrenadante de cultivo de AcMo A8G2 toda la noche en
heladera.se agregé conjugado a fosfatasa alcalina anti-IgM de ratén
hecho en cabra.Se incubéd 2hs a temperatura amliente y se revelé con el

sustrato BCIP-NBT.

* [ SOELECTROENFOQUE
Se hizo un gel de agarosa conteniendo sorbitol sobre gel-bond

(Schleider and Schuell) usando anfolitos de amplio rango (Pharmalyte




3-10). EIl aparato usadc fué el flat-bed LKB con circulacién de aqua
para refrigeracién. Se preenfocé durante 20',luego se detuvo la
corrida y se sembraron las muestras y los marcadores (sangre y mezcla
de proteinas con pl conocido).Las muestras se aplicaron directamente
sobre el gel o embebidas en papel de filtro.El gel se puso 1luego en
solucién fijadora (150ml MeOH-57.5g TCA-350 ml H20) toda la noche. Se
puso en solucién equilibradora (300ml EtOH-100ml HAc-600ml H20) y
luego en solucion colorante (Comassie S5g-EtCh 450ml-HAc 100ml-450ml
H20) por 1 hora.Se destifieron en solucién de igual composicién que 1a

equilibradora y se secaron con aire frio.

* INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

Se mezclé una suspensién de PE con sobrenadante de cultivo del AcMo
(50 ul de PE + 200 ul muestra). Se incubé 60 minutos a 37 oC, luego
se lavé con PBS-T (2 veces) y se microfugé. Se agregé anti-Ig de ratén
obtenida en cabra conjugada a fluorescefna (1100 en PBS ). Se
incubé 1 hora a 37C, se centrifuqgé, se lavé 2 veces con PBS-T y se

observé con microscoplio de fluorescencla.

% OXIDACION SUAVE DE PES CON PERYODATO

1-BLISA: a) Se srnsilbilizé la placa como se describié anteriormente;
b) se realizé un tratamiento de distintos pocillos 1la misma placa con
distintas concentraciones de NalO4 (0-20mM) en buffer acetato pH4.5 a
temperatura ambiente por una hora; c) luego de un lavado con el mismo
buffer, se incubé con NaBH4 S0mM por 30' a temperatura amblente; 4d)

lueqgo de lavado con PBS-T se siguiéd la técnica de ELISA habitual.

2-WESTERN-BLOTT: Después de 1la transferencia (2117250 Novablot

Electrophoretic Transfer Kit LKB) a nitrocelulosa y el bloqueo,se

cortaron tiras y se enjuagaron con buffer acetato y expusieron a




distintas concentraciones de NaIO4 (0.1-20 wM) en buffer pH 4.5 una
hora a temperatura 2mbiente en la oscuridad. Las tiras control se
incubaron en el mismo buffer en la oscuridad. Se enjuagaron con buffer

acetato y se expusieron a 50 mM NaBH4 en PBS durante 30' a 23 ©°C.

Luego se continué el inmunoblott del modo convencional.

*TRATAMIENTO DEL ANTIGENO CON ENDOGLICOSIDASA F

Para degqlicosidar glicoprotefnas se trataron 50 ug de PES calentandolo
en 50 ul de buffer de solubilizacién (100mM NaH2PO4 .H20,50 mM EDTA,1l%
beta-mercaptoetanol,0.1% SDQ{ pompleta:fa-lOOml'con H20)2-5' a 95 o©ocC.
Se adicioné 2-5 ul de ;ndé-r (SIGﬁA) dii;ido‘i;loa. Luego se agregé 10
ul de Triton X-100 e 1ncub6 4 hs a 37 oc Se hizo luego un Western

Blott con Ag tratado con_la-enzlua y sin ttatar,enfrentando ambos al

~‘

sobrenadante de cultxvo de”lﬁGZ.~

RESULTADOS

Se. obtuvieron 16 hibtldo Becificos qontza _Ag presentes en PE segin
- q_";::l' . "-r.
¥ Uno do ellos £ue de-‘clase IgG y el resto

_,,,—-v

ﬂ.l ':~'

anhl’ i

screening por ELISA;

Tt - ey

IgM. Se selecclioné el™ !dOrdé claso« IgH 65 'mayor titulo (A8G2)
para completar su caracterlzaclén.

El A(%52 reconoce por Immunoblotting: a) subunidades entre 116 y 28 kDa
en PES, b) subunidades entre 99 y 21 kDa en moléculas de superficie de
PE extraidas con MEGA-10 y c) una sola banda de 67 kDa en Iscom
preparados a partir del extracto MEGA-10 (figura 1).En IEE se observa
el caracteristico patrén de microheterogeneidad con 2 bandas de pI 6.9
y 7.1 confirmando su monoclonalidad (figura 2). En los ensayos de IFI

usando A8G2 y una suspensién de PE viables se puede apreciar

fluorescencia homogénea en superficie de los mismos (figura 3 y 4).Por

cromatograffa de afinidad con Con-A Sepharosa se¢ separé el sonicado de




_PB en una fraccién reactiva y otra no reactiva. Se analizé por ELISA
la reaccién contra ambas fracciones de 1los 9 AcMo de mayor titulo en
el screening asf{ como también la reaccién de los 3 provenientes de
otros laboratorios (dirigidos contra LH y on;osferas). Se observé que
11 (90%) Qe los AcMo analizados reaccionan con la fraccién reactiva.
Se ensayé por ELISA la reactividad de A8G2 con distintos Ags: 1 - no
se observa reaccién cruzada con LH 2- no reacciona con sobrenadante
de PE con 10 dias de cultivo,lo que significa que no reconoce Ag de
excrecién-secrecién preparado en esas ;;Adléié;es

3- reacciona coq;éxtra&fouﬂeéé 10. Se'ensayégla reactividad de 1los
AcMo por ELISA e:ipmunoblottlnq cqnftéiPés‘tfétado con peryodato en
condiciones que;fﬁégéruyen losrepitopésigiﬁéiéicps sin afectar 1los
peptidicos. El efiéfo"ae‘Iasfcon&engragiohesgé;eclentes de NalIo4 (0-20
mM) usadas para éi érétamiento,_sébfb la_uni3n de los AcMo al Ag se

hizo claramente mahifgggxb-a.concenttactéﬂeé fquales o superiores a 10
. wx . . .

mM. En esas condfb}bnes se observa énplaéién de la respuesta en ELISA

en el 90% de los casoél
Se ensayd por inmunoblotting la reaccién del sobre..adante de A8G2 con
PES tanto tratado con ENDO-P como sin tratar, observé&ndose una neta
desaparicién de las bandas en el primer caso. (Figura 5)

Los resultados del ensayo de inmunizacién pasiva de ratones con el AcMo
A8G2 fueron los siguientes: a) Los ratones tratados exhibieron menor
namero de QH (0-20 por ratén) y de menor didmetro (0,5 - 5,0 mm)

que los observados en los ratones controles (30 - 50 QM de 3 - 5 mm),
pero las diferencias no fueron significativas b) los QH en los controles
se observaron distribuidos en todo el peritoneo y en los tratados sélo

se encontraron en el punto de inoculacién infestante.

c) los tfitulos méximos en ELISA (ver Pigura 6) de Ac anti PES se

'Y




observan a los 28 dias de infestacién y fueron de 9-15 U/ml en los

ratones tratados y 17-34 U/ml en los controles.

DISCU -
En base a los resultados obtenidos podemos concluir que el 90% de 1los
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FIGURA 5 1 INMUNOBLOTTING DEL AcMo A8G2 CONTRA
PES Y PES TRATADO CON ENDOGL ICOSIDASA-F

LINEA 1 : PES
LINEA 2 : PES / ENDO-F
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ENSAYO DE PROTECCION PASIVA

Titulo de Ac anti- PE (UA)
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Dias post-desafio
B intf. 1000 PE. Inf. 2000 PE.

] AcMo - int 1000 PE. B AcMo - inf 2000 PE.

FIGURA 6





